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 Le manque d’outils diagnostiques et thérapeutiques efficaces font de 
l’adénocarcinome ductal pancréatique le cancer le plus létal pour les Canadiens, avec son 
taux de survie à 5 ans de 8 %. Il est caractérisé par une fréquence élevée de mutations de 
RAS (90 %) qui est requise pour l’initiation et le maintien de la carcinogenèse. De plus, il a 
été démontré qu’une activation aberrante de la voie de signalisation NOTCH coopère avec 
la signalisation RAS dans la promotion de la carcinogenèse pancréatique. La famille NOTCH 
comprend quatre récepteurs transmembranaires qui subissent une série de clivages 
protéolytiques suite à la liaison avec leurs ligands. Ces clivages permettent la libération du 
domaine intracellulaire de NOTCH (NIC) dans le cytosol. NIC transloque ensuite au noyau 
pour s’associer avec ses partenaires transcriptionnels CSL et MAML1 et favoriser 
l’expression de gènes cibles tels qu’HES1. Nous avons récemment démontré que l’activation 
des sérine/thréonine kinases ERK1/2, en aval de RAS, promeut l’expression d’HES1 de 
façon NOTCH-dépendante dans les cellules pancréatiques tumorales humaines. Bien que 
cela suggère une interaction entre les voies ERK et NOTCH, les mécanismes sous-jacents 
cette interaction restent à être identifiés. 
 Il a été suggéré que PIN1, une prolyl-isomérase qui reconnait spécifiquement des 
résidus proline lorsque ceux-ci sont précédés d’une sérine ou d’une thréonine phosphorylée, 
interagit avec NIC1. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que la prolyl-isomérase PIN1 régule 
l’activité de la voie NOTCH et a un effet positif sur la croissance des cellules pancréatiques 
tumorales humaines. Pour y répondre, un modèle stable de cellules pancréatiques tumorales 
humaines MIAPaCa2 exprimant un shARN dirigé contre PIN1 a été généré. Nous avons 
démontré que PIN1 et la voie RAS/RAF/MEK/ERK régulent positivement les niveaux 
d’expression de NIC1. De plus, les niveaux d’expression de PIN1 régulent positivement les 
niveaux d’expression du récepteur NOTCH1 et du ligand DLL3 sans influencer les niveaux 
d’expression du récepteur NOTCH3 et des ligands JAGGED 1 et JAGGED 2. PIN1 a une 
influence positive sur les niveaux d’expression des gènes cibles de la voie NOTCH c-MYC 
et cycline D1 et une influence négative sur les niveaux d’expression d’HES1. Cette étude a 
également démontré que les niveaux d’expression de PIN1 influencent positivement la 
croissance en 2D ainsi que certains régulateurs du cycle cellulaire. Lorsque les cellules 
MIAPaCa2 sont ensemencées à faible densité, la taille des clones formés est influencée à la 
fois par les niveaux d’expression de PIN1 et par la voie RAS/RAF/MEK/ERK. Cependant, 
dans un contexte de croissance en indépendance d’ancrage, PIN1 influence négativement la 
croissance des cellules MIAPaCa2. Cette étude a démontré que PIN1 pouvait influencer le 
phénotype des cellules pancréatiques humaines. De plus, l’étude des mécanismes de 
régulation de la voie NOTCH a révélé une régulation complexe impliquant PIN1.  
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1.1. Le pancréas humain 
 
 Le pancréas est un organe sécrétoire rattaché au système digestif. Les cellules qui le 
forment sont organisées en fonction de leur rôle physiologique, soit endocrine et exocrine. 
Les cellules endocrines sont regroupées dans les îlots de Langerhans et représentent 
seulement 1 à 2 % de la masse de l’organe (figure 1). Les îlots de Langerhans sont formés de 
cellules alpha qui sécrètent le glucagon et de cellules bêta qui sécrètent l’insuline. On y 
retrouve aussi des cellules delta qui sécrètent la somatostatine et les cellules PP qui sécrètent 
le polypeptide pancréatique. Ensemble, ces cellules endocriniennes participent de façon 
importante à la régulation de la glycémie et des fonctions métaboliques chez l’humain.   
 
La fonction exocrine du pancréas est assurée par les acini, les cellules centro-acinaires 
et les cellules ductales. La fonction exocrine du pancréas est de produire des enzymes 
digestives et de les acheminer jusqu’au duodénum via le conduit pancréatique sous forme de 
suc pancréatique. Le suc pancréatique est composé de protéases et d’hydrolases sous forme 
de pro-enzymes ainsi que d’une solution alcaline qui, une fois rendu dans le duodénum, 








Figure 1 : Anatomie du pancréas. 
Représentation graphique d’un pancréas adulte sain accompagné d’une coupe histologique 
de tissu pancréatique comprenant un îlot de Langerhans marqué à l’hématoxyline et éosine.  
Adapté de OpenStax College, Anatomy & Physiology. OpenStax CNX. 
Téléchargez gratuitement au  http://cnx.org/contents/14fb4ad7-39a1-4eee-ab6e-
3ef2482e3e22. 
 
1.2. Le cancer pancréatique 
 
Le cancer pancréatique est la quatrième cause de décès par cancer au Canada en plus 
d’être le type de cancer ayant le plus faible taux de survie à cinq ans, soit 8 % (Canada, 2014). 
Présentement, le seul traitement potentiellement efficace contre ce type de cancer est la 
résection. Cependant, l’absence de symptômes précoces et le manque de marqueurs 
diagnostiques font en sorte que le cancer est souvent détecté à un stade où la chirurgie n’est 
plus possible due à l’invasion des compartiments cellulaires avoisinants ainsi qu’au 
développement de métastases. Les statistiques de décès dus au cancer pancréatique sont 
restées pratiquement inchangées dans les vingt dernières années, démontrant que les 
avancées en recherche biomédicale n’ont pas permis l’émergence de nouvelles thérapies 
efficaces pour cette maladie (Siegel, Miller, & Jemal, 2015). Une meilleure compréhension 
des mécanismes moléculaires et cellulaires régissant ce type de cancer est donc nécessaire 
pour permettre l’identification de nouveaux marqueurs diagnostiques et le développement de 





l’adénocarcinome ductal pancréatique (PDAC). Soixante à 70 % des cas de PDAC sont situés 
dans la tête du pancréas, c’est-à-dire la partie la plus près du duodénum (figure 1) (Modolell, 
Guarner, & Malagelada, 1999). Plusieurs facteurs génétiques et environnementaux ont été 
décrits comme étant des facteurs de risque de développer la maladie. Cependant, il semble 
que ce soit l’incidence de lésions pré-néoplasiques causées par ces facteurs de risque qui ait 
un impact sur le pronostic des patients atteints du cancer pancréatique. Il est reconnu que le 
PDAC se développe à partir de ces lésions pancréatiques (Brat, Lillemoe, Yeo, Warfield, & 
Hruban, 1998; Hingorani et al., 2003; Oda et al., 2014). Tel que présenté dans la figure 2, les 
lésions néoplasiques intraépithéliales pancréatiques (PanIN) sont classées dans des stades 
allant de 1 à 3 en fonction du degré d’atypie cytologique et architecturale qu’elles présentent. 
 
 
Figure 2 : Stades de développement des néoplasies intraépithéliales pancréatiques 
(PanIN). 
Coupes histologiques de tissus pancréatiques humains marqués au violet de crésyl capturées 
par microdissection au laser. Représentation d’un canal pancréatique entouré de cellules 
ductales et acinaires selon les différents stades de classification des lésions pré-néoplasiques 








Il a été démontré que les lésions pré-néoplasiques pancréatiques sont déjà porteuses 
de mutations (Maitra & H.Hruban, 2008). Dans le modèle actuel de la carcinogenèse 
pancréatique issue des PanIN, des taux de mutation de l’oncogène KRAS de plus de 90 % 
sont observés dans les PanIN de tous stades confondus (Kanda et al., 2012). De plus, tel 
qu’illustré dans la figure 3, des mutations inactivatrices dans les suppresseurs de tumeur 
CDKN2A, TP53 et SMAD4 favorisent la progression des PanIN vers le PDAC (Hustinx et 
al., 2005; Lüttges et al., 2001). Plusieurs modèles de souris transgéniques ont été développés 
pour supporter ces observations (Herreros-Villanueva, 2012).   
 
 
Figure 3 : Altérations impliquées dans la progression des PanIN vers le PDAC. 
Modèle de la progression histologique et génétique des tissus pancréatiques sains (à gauche) 
vers les PanIN (au centre) jusqu’au PDAC (à droite). Les principales anomalies cellulaires 
peuvent être classées comme précoces (mutation de KRAS, raccourcissement des télomères), 
intermédiaires (perte d’expression de p16/CDKN2A) ou tardives (mutation de SMAD4, TP53 
et BRCA2).  Adapté de (Maitra & H.Hruban, 2008).  
 
1.3. La signalisation induite par RAS 
1.3.1. Généralités 
 
Les protéines de la famille RAS sont de petites protéines G hautement homologues 
encodées par les gènes KRAS, HRAS et NRAS (Bryant, Mancias, Kimmelman, & Der, 2014). 
Elles sont capables de réguler plusieurs voies de signalisation et elles sont impliquées entre 
autres dans les processus de prolifération, de survie cellulaire, de remodelage du 





protéines RAS. Entre autres, des facteurs de croissance tels que l’EGF peuvent mener à 
l’activation de RAS par l’intermédiaire de récepteurs tyrosine kinase (RTK) et de protéines 
adaptatrices. Le statut d’activation des protéines RAS est dépendant de leur liaison avec le 
GDP (forme inactive) ou le GTP (forme active). Les protéines RAS liées au GTP activent 
plusieurs voies de signalisation effectrices en aval (figure 4). L’activité GTPase intrinsèque 
des protéines RAS permet l’hydrolyse du GTP en GDP et le retour à l’état inactif de ces 
protéines. La présence de mutations oncogéniques de RAS telle que RASG12D et RASG12V 
interfère avec l’activité GTPase de la protéine, résultant en une protéine qui reste liée au GTP 
et maintient l’activation de ses effecteurs en aval (Hingorani & Tuveson, 2003). 
 
 
Figure 4 : Principales voies de signalisation en aval de RAS. 
Représentation de la voie de signalisation RAF/MEK/ERK (en mauve foncé), de la voie 
PI3K/AKT (en turquoise), de la voie de RAL-GEF (en brun), de la voie de RHO-GEF (en 
mauve pâle), de la voie de signalisation de la PLCε (en vert) et de la voie de RIN1 (en bleu). 









1.3.2. KRAS et le cancer pancréatique 
 
Une des particularité de l’adénocarcinome ductal pancréatique est son très haut taux 
de mutation de KRAS, soit plus de 90 % (Biankin et al., 2012; Jones et al., 2008). En 
comparaison, les protéines RAS sont mutées dans environ 1/3 des cancers humains de tous 
types confondus (Dhillon, Hagan, Rath, & Kolch, 2007). Afin d’étudier la progression de la 
carcinogenèse pancréatique allant de l’apparition de PanIN jusqu’au développement de 
l’adénocarcinome pancréatique, plusieurs modèles de souris ont été générés. L’expression 
d’un KRasG12D spécifiquement dans l’épithélium pancréatique a démontré l’importance de 
KRas dans la carcinogenèse pancréatique. En effet, ce modèle murin présente des PanIN dans 
100 % des souris et certaines de ces lésions peuvent progresser jusqu’au stade 
d’adénocarcinome ductal pancréatique (Habbe et al., 2008; Hingorani et al., 2003). De plus, 
chez les souris transgéniques exprimant un KRasG12D spécifiquement dans l’épithélium 
pancréatique et arborant des PanIN de stades précoces, l’inactivation de KRasG12D permet le 
rétablissement de l’histologie normale des tissus pancréatiques. L’inactivation de KRasG12D 
entraîne une mort cellulaire massive lorsque les PanIN ont atteint un stade avancé, 
démontrant que ces lésions finissent par développer une dépendance au KRas oncogénique. 
Lorsque les souris ont développé un adénocarcinome pancréatique, l’inactivation de 
KRasG12D mène à une régression de la maladie mais des régions métaplasiques persistantes 
sont détectées (Collins et al., 2012). Il a donc été conclu que l’expression d’un KRas muté 
est suffisante pour l’initiation et la progression de lésions pancréatiques pré-néoplasiques 
vers l’adénocarcinome et que les cellules issues de ces lésions deviennent dépendantes à la 
signalisation induite par le RAS oncogénique.  
 
D’autres études ont démontré que l’activation de la signalisation Raf/Mek/Erk, en 
aval de Ras, était suffisante pour mener au développement de lésions pancréatiques pré-
néoplasiques chez la souris. En effet, les PanIN induites par l’expression d’un BRaf 
constitutivement actif étaient très similaires aux lésions induites par l’expression d’un KRas 
muté. De plus, l’expression d’une PI3K constitutivement active n’était pas suffisante pour 
induire des lésions pré-néoplasiques chez la souris (Collisson et al., 2012). Il semble donc 





principalement causées par l’activation de la voie RAF/MEK/ERK. Les ERK1/2 font partie 
de la superfamille des MAPK. Ce sont des sérine/thréonine kinases qui phosphorylent 
spécifiquement des résidus sérines ou thréonines lorsque ceux-ci sont immédiatement suivis 
d’un résidu proline. 
 
Bien que les modèles de souris exprimant un Kras muté développent des lésions pré-
néoplasiques, seulement 7 % d’entre elles finissent par développer un adénocarcinome ductal 
pancréatique. Cela suggère que d’autres anomalies cellulaires pourraient coopérer avec la 
signalisation Ras oncogénique afin de favoriser la progression de la carcinogenèse 
pancréatique (Hingorani et al., 2003). En utilisant divers modèles de souris modifiées 
génétiquement, il a été démontré que la perte de Tp53, Smad4 et/ou p16 réduisait la médiane 
de survie les souris exprimant un KRas muté (Aguirre et al., 2003; Bardeesy et al., 2006; 
Hingorani et al., 2005). Il a également été démontré que la signalisation Ras peut coopérer 
avec d’autres voies de signalisation pour favoriser la carcinogenèse, dont la signalisation 
NOTCH qui est connue comme étant réactivée dans le cancer pancréatique (Hingorani et al., 
2003; Miyamoto et al., 2003). 
 
1.4. La signalisation NOTCH 
1.4.1. Généralités 
 
 La signalisation NOTCH est impliquée dans plusieurs processus essentiels au cours 
du développement ainsi que chez l’adulte. Dans le pancréas, la voie NOTCH permet une 
régulation de la détermination cellulaire et de l’homéostasie tissulaire (X.-Y. Li, Zhai, & 
Teng, 2015). La famille NOTCH comprend quatre récepteurs transmembranaires, soit 
NOTCH 1 à 4 (figure 5). Les récepteurs NOTCH sont synthétisés dans le réticulum 
endoplasmique sous la forme de monomère de 300 kDa. Les récepteurs nouvellement 
synthétisés sont O-glycosylés sur les répétitions de séquences EGF-Like situées sur la partie 
extracellulaire du récepteur (Luo & Haltiwanger, 2005). Ensuite, lors du transit dans 
l’appareil de Golgi, les récepteurs subissent un clivage par des convertases furine-like sur la 





d’hétérodimère via une interaction calcium-dépendante (Logeat et al., 1998; Vardar, North, 
Sanchez-Irizarry, Aster, & Blacklow, 2003). Également dans l’appareil de Golgi, les 
récepteurs NOTCH seront glycosylé encore une fois sur les répétitions de séquences EGF-
Like par les protéines FRINGE avant d’être exprimés à la surface des cellules. Ces 
glycosylations jouent un rôle dans l’association récepteur-ligand et dans l’activation des 
récepteurs (Taylor et al., 2014). Les ligands des récepteurs NOTCH sont JAGGED 1 et 2 
ainsi que DLL 1, 3 et 4. Ce sont des ligands transmembranaires qui possèdent tous un 
domaine DELTA/SERRATE/LAG-2 (DSL) ainsi que des répétitions de séquences EGF-Like 
qui permettent l’association récepteur-ligand (figure 5) (Qu et al., 2013). 
 
 Suite à sa liaison avec son ligand, le récepteur NOTCH subit une série de clivages 
protéolytiques tout d’abord par la protéase ADAM qui permet la libération du fragment 
extracellulaire. Par la suite, le clivage par le complexe γ-sécrétase qui permet la libération du 
fragment intracellulaire de NOTCH (NIC ou NICD). Le fragment intracellulaire de NOTCH 
est composé d’un domaine RAM, d’un domaine de transactivation, de répétitions Ankyrine, 
d’une séquence de localisation nucléaire (NLS) et d’un domaine PEST. Une fois libéré, le 
fragment intracellulaire de NOTCH peut transloquer au noyau et s’associer avec mastermind-
like 1 (MAML1) et CSL pour former un complexe qui permettra d’activer la transcription de 
gènes cibles spécifiques (Wu et al., 2000). La destruction du complexe transcriptionnelle est 
médiée par la dégradation de NIC par le protéasome suite à sa poly-ubiquitination par l’E3 
ubiquitine ligase FBW7/SEL-10 (figure 6).  
 
Lorsque la voie NOTCH n’est pas activée, CSL est associé à un complexe co-
répresseur et inhibe la transcription (Oswald et al., 2002, 2005). L’activation de la voie 
NOTCH mène à la dissociation du complexe co-répresseur et permet l’assemblage d’un 
complexe co-activateur composé entre autres de NIC, CSL, p300, CBP et MAML1 (Fryer, 
Lamar, Turbachova, Kintner, & Jones, 2002; Wallberg, Pedersen, Lendahl, & Roeder, 2002). 
Le complexe co-activateur NIC/CSL/MAML1 est lié à l’ADN sur les sites promoteurs des 
gènes cibles de la voie NOTCH grâce au facteur de transcription CSL. Les gènes cibles les 
plus connus sont HES1, HES5, HES7, HEY1, HEY2, CCND1 et c-MYC (Cohen et al., 2010; 





des familles HES et HEY sont des facteurs de type bHLH qui forment des homo- ou des 
hétérodimères pouvant recruter les répresseurs transcriptionnels Groucho/TLE. Leurs 
principaux rôles consistent à inhiber la transcription de certains gènes en se liant directement 
à leur promoteur ou en inhibant des activateurs transcriptionnels.  
 
Les rôles connus de la voie NOTCH découlent principalement de l’activité de ses 
gènes cibles. Les facteurs HES et HEY sont impliqués dans la régulation de la différenciation 
et la détermination cellulaire au cours de l’embryogenèse ainsi que dans certains tissus 
adultes (Kageyama, Ohtsuka, & Kobayashi, 2007). Le facteur de transcription c-Myc est un 
autre facteur de transcription de type b-HLH-LZ et il agit entre autres comme régulateur de 
la croissance cellulaire, de l’apoptose et de la différenciation cellulaire (Shepherd et al., 
2012). Le gène CCND1 permet l’expression de la cycline D1, une protéine impliquée dans 
la progression du cycle cellulaire jusqu’au point de restriction G1/S. Son expression peut être 
régulée par plusieurs facteurs, dont NOTCH et c-MYC (Carroll, Swarbrick, Musgrove, & 











Figure 5 : Les récepteurs et les ligands de la famille NOTCH 
Représentation des différents domaines des récepteurs et des ligands impliqués dans la 
signalisation NOTCH.  
DSL : Domaine Delta-serrate-LAG2 
HD : Domaine d’hétérodimérisation 
LNR : Région riche en LIN12-NOTCH 
PDZ : Domaine PDZ 
PEST : Domaine riche en proline, glutamine, sérine et thréonine. 
RAM : Domaine RAM 
TAD : Domaine de transactivation 







Figure 6 : La signalisation NOTCH. 
Représentation graphique de la voie de signalisation NOTCH. Le récepteur NOTCH est 
synthétisé dans le réticulum endoplasmique (ER) et transit dans l’appareil de Golgi, où il sera 
clivé (S1) et réarrangé en hétérodimère avant d’être exprimé à la membrane. Suite à 
l’association récepteur-ligand, le récepteur NOTCH subit des clivages protéolytiques par les 
protéines de la famille ADAM (S2) et par le complexe γ-sécrétase (S3). Alternativement, le 
récepteur peut être recyclé par endocytose. Le fragment intracellulaire (NICD) libéré suite à 
l’association récepteur-ligand peut transloquer au noyau pour agir comme co-activateur 
transcriptionnel. NICD est ensuite ubiquitiné et dégradé par le protéasome et le complexe 





1.4.2. Les phosphorylations sur NIC 
 
 Contrairement à la plupart des voies de signalisation, la signalisation NOTCH 
comporte peu d’intermédiaires. En effet, c’est la même protéine qui reçoit les stimuli 
extracellulaires et qui agit sur la transcription génique. Il en résulte donc que les mécanismes 
de régulation doivent se faire directement sur le récepteur NOTCH et NIC. Le domaine 
intracellulaire de NIC est d’ailleurs susceptible à subir des modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation, l’ubiquitination, l’hydroxylation et 
l’acétylation (Andersson, Sandberg, & Lendahl, 2011). Un mécanisme important de la 
régulation de NIC est sa dégradation. La poly-ubiquitination de NIC est le principal signal 
pour sa dégradation par le protéasome. Présentement, l’E3 ubiquitine ligase la plus connue 
pour son interaction avec NIC est FBW7/SEL10. Une fois que le complexe d’activation est 
formé, NIC1 coopère avec les co-activateurs SKIP et MAML pour recruter la cycline C sous 
forme de complexe formé avec CDK3, CDK8 ou CDK19. Le complexe cycline C-CDK peut 
ainsi phosphoryler le domaine PEST de NIC1, ce qui facilite sa reconnaissance par 
FBW7/SEL10 et sa dégradation par le protéasome (Fryer, White, & Jones, 2004; N. Li et al., 
2014).  
 
 Les modifications post-traductionnelles sur NIC le régulent à plusieurs niveaux. La 
phosphorylation est un type de modification post-traductionnelle qui a été démontré comme 
pouvant avoir des impacts sur la stabilité, la localisation et la capacité d’association protéine-








Figure 7 : Phosphorylation du domaine intracellulaire de NOTCH1. 
Représentation des domaines de NIC1. Les sites de phosphorylation connus ainsi que les 
kinases associées sont identifiés. Adapté de (H.-J. Lee et al., 2015). 
 
Les phosphorylations peuvent avoir un impact significatif sur l’activité de la voie 
NOTCH. Par exemple, une phosphorylation de NIC1 par AKT diminue sa capacité de 
translocation au noyau et réduit l’activité transcriptionnelle NOTCH1-dépendante (Song, 
Park, Kim, & Shin, 2008). De plus, NIC1 est phosphorylé par la caséine kinase 2 (CK2) dans 
son domaine de répétitions ankyrine (S1901) avant de former un complexe transcriptionnel 
avec CSL et MAML1 sur l’ADN. Lorsque le complexe transcriptionnel est formé, la 
phosphorylation du site S1901 permet la phosphorylation du site T1898, ce qui permet la 
dissociation de NIC1 du complexe (P. Ranganathan et al., 2011). Dans le laboratoire, nous 
avons également démontré une régulation de la phosphorylation de NIC1 par la voie 
MEK/ERK. De plus, nous avons démontré que l’activation de la signalisation MEK/ERK 
menait à une augmentation de l’association de NIC1 avec ses partenaires transcriptionnels 
CSL et MAML1 et permettait une augmentation des niveaux d’expression d’HES1 et de c-
MYC via un mécanisme NOTCH-dépendant (Tremblay, Paré, Arsenault, Douziech, & 










1.4.3. La signalisation NOTCH dans le cancer pancréatique 
 
Durant l’embryogenèse, la voie de signalisation NOTCH est activée et joue un rôle 
dans le développement du pancréas. À l’état adulte, la voie NOTCH est inactive dans la 
majorité du tissu pancréatique à l’exception des cellules centro-acinaires (D. Kopinke et al., 
2011). La signalisation NOTCH dans les cellules centro-acinaires adultes saines inhiberait 
leur potentiel à se différencier en cellules acinaires (Daniel Kopinke et al., 2012). Dans 
l’adénocarcinome ductal pancréatique, la voie NOTCH est réactivée (Miyamoto et al., 2003). 
Les modèles murins exprimant un KRas muté spécifiquement dans le pancréas développent 
des lésions pré-néoplasiques (PanIN) qui peuvent progresser jusqu’à l’adénocarcinome 
pancréatique. Ces lésions pré-néoplasiques expriment de forts niveaux d’expression d’Hes1, 
utilisé comme un marqueur d’activation de la voie NOTCH, alors que les cellules ductales 
normales n’expriment pas ce marqueur (Hingorani et al., 2003). De plus, une étude sur des 
tissus humains a démontré que les composantes de la voie NOTCH ainsi que le gène cible 
HES1 étaient exprimés de façon aberrante au niveau des lésions pré-néoplasiques et des 
adénocarcinomes pancréatiques, démontrant l’implication de la voie NOTCH à des niveaux 
précoces de la maladie (Miyamoto et al., 2003).  
 
1.4.4. Coopération entre la voie NOTCH et RAS dans le cancer 
pancréatique 
 
Plusieurs modèles murins ont été développés pour étudier le rôle de la voie NOTCH. 
Les souris nommées KC expriment un KRasG12D spécifiquement dans l’épithélium 
pancréatique de manière constitutive et permettent l’étude de l’initiation, la progression et le 
maintien de la carcinogenèse pancréatique. Des souris exprimant la forme active du récepteur 
NOTCH1 (NIC1) et/ou KRasG12D spécifiquement dans l’épithélium pancréatique ont été 
générées. Les souris exprimant seulement NIC1 ne développent pas de lésions pré-
néoplasiques jusqu’à quatre mois alors que les souris exprimant seulement le KRas muté en 
développent. L’expression de NIC1 et de KRasG12D mène cependant à la formation d’un 





mois. Ce modèle a permis de mettre en lumière que l’activation aberrante de la signalisation 
NOTCH n’est pas suffisante pour l’initiation de la carcinogenèse pancréatique, mais agit en 
synergie avec la signalisation RAS dans l’initiation et la progression des lésions 
intraépithéliales pancréatiques (De La O et al., 2008). À l’aide des souris KC, une équipe a 
inhibé la signalisation NOTCH via l’expression d’un dominant négatif de Maml1 qui 
empêche la formation du complexe co-activateur. Chez les souris KC dont la signalisation 
NOTCH était inhibée, le développement des PanIN a été retardé (Thomas et al., 2014). Ce 
modèle a permis de préciser le rôle de la signalisation NOTCH dans l’apparition de lésions 
pré-néoplasiques initiées par l’oncogène RAS.  
 
Les souris nommées KPC expriment KRasG12D et Trp53R72H spécifiquement dans 
l’épithélium pancréatique de manière constitutive et développent des lésions pré-
néoplasiques qui progressent vers l’adénocarcinome pancréatique (Hingorani et al., 2005). 
Chez ces souris, la signalisation NOTCH est activée dans les lésions pré-néoplasiques ainsi 
que dans les tumeurs de stades avancés. Un groupe de recherche a traité des souris KPC avec 
un inhibiteur du complexe γ-sécrétase à six semaines, au moment où les lésions pré-
néoplasiques pancréatiques commencent  à apparaître. L’inhibiteur du complexe γ-sécrétases 
a empêché la libération de NIC1 et a bloqué la progression des lésions pré-néoplasiques vers 
l’adénocarcinome ductal pancréatique dans ce modèle (Plentz et al., 2009a). Ensemble, ces 
études ont démontré une coopération entre la signalisation induite par l’oncogène RAS et la 
voie NOTCH dans la carcinogenèse pancréatique. 
 
1.5. La prolyl-isomérase PIN1 
1.5.1. Généralités 
 
L’isomérisation cis/trans est un phénomène qui se produit naturellement à une faible 
fréquence quand la chaîne latérale d’un résidu proline change de conformation cis/trans. Les 
prolyl-isomérases sont des protéines qui augmentent grandement le taux d’isomérisation sur 
des résidus prolines précis au sein d’une protéine. Il existe 3 familles de prolyl-isomérases : 





catalytique et de leur spécificité, la plupart des prolyl-isomérases jouent un rôle important 
dans le repliement des protéines et dans la régulation de la transcription (Steven D Hanes, 
2014). Cependant, certaines prolyl-isomérases peuvent effectuer des isomérisations cis/trans 
qui affectent leurs substrats au même titre qu’une modification post-traductionnelle. La plus 
étudiée de ces protéines est PIN1, une peptidyl-prolyl cis/trans isomérase (PPIase) de la 
famille des  parvulines découverte chez l’humain en 1996 (K P Lu, Hanes, & Hunter, 1996).  
 
PIN1 signifie protéine interagissant avec NIMA1. C'est une petite protéine de 16 kDa 
qui possède un domaine WW et un domaine PPIase reliés par une région flexible. Le domaine 
WW permet la reconnaissance du substrat et le domaine PPIase est le domaine catalytique 
qui permet l’isomérisation cis/trans du substrat (R. Ranganathan, Lu, Hunter, & Noel, 1997; 
Verdecia, Bowman, Lu, Hunter, & Noel, 2000). PIN1 possède des orthologues dont les 
séquences sont très bien conservées chez les animaux et les champignons. Par exemple, la 
perte d’expression d’Ess1, l’orthologue de PIN1 chez la levure, peut être complètement 
compensée par l’expression d’un PIN1 humain (K P Lu et al., 1996). La délétion de Pin1 
chez la souris a démontré que PIN1 n’était pas essentielle au développement et à la survie 
(Fujimori, Takahashi, Uchida, & Uchida, 1999; A. Ryo et al., 2002; You et al., 2002). Des 
niveaux d’expression anormaux de PIN1 chez l’homme sont impliqués entre autres dans le 
vieillissement, le cancer et les maladies neuro-dégénératives.  
 
 La particularité de PIN1 est qu’elle est la seule prolyl-isomérase ayant une spécificité 
de reconnaissance pour des résidus phosphorylés. En effet, PIN1 reconnait des prolines (P) 
seulement lorsque celles-ci sont précédées par une sérine (S) ou une thréonine (T) 
phosphorylée (phospho-S/T-P). De plus, la phosphorylation de ces motifs empêche la 
reconnaissance de ces résidus par d’autres types de prolyl-isomérases (Yaffe et al., 1997). 
Cette particularité permet à PIN1 de participer à des séquences complexes de régulation 
protéique puisque PIN1 nécessite qu’une sérine/thréonine kinase ait reconnu et phosphorylé 
un substrat avant que celui-ci puisse s’associer avec PIN1. Les études effectuées jusqu’à 
présent n’ont pas permis de caractériser les mécanismes régulant la spécificité de 
reconnaissance de substrats par PIN1. Jusqu’à  présent, il est suspecté que la répétition du 





son association avec d’autres protéines peuvent influencer l’association de PIN1 avec ses 
substrats (S D Hanes, 2014). De plus, l’état de phosphorylation des substrats de PIN1 est un 
processus hautement régulé et spécifique qui vient restreindre le nombre de sites de 
reconnaissance. PIN1 possède une grande variété de substrats et l’impact de l’isomérisation 
cis/trans peut varier en fonction du substrat et du site de reconnaissance au sein du substrat 
(Figure 8). En général, PIN1 stabilise les oncoprotéines et déstabilise les suppresseurs de 
tumeur.  
 
 Plusieurs kinases spécifiques aux sites S/T-P sont responsables des phosphorylations 
permettant l’association de PIN1 avec ses substrats. À partir de ce qui est connu jusqu’à 
présent, les ERK1/2 semblent être les kinases les plus souvent responsables des 
phosphorylations préalables à la reconnaissance des substrats par PIN1. En effet, des 
protéines telles que c-FOS, FBW7, BAX, MCL1 et ERα ont été décrites comme étant 
régulées par PIN1 suite à une phosphorylation par les ERK (Z. Lu & Hunter, 2014). Il a entre 
autres été démontré que les ERK1/2 peuvent phosphoryler c-FOS sur son domaine de 
transactivation. PIN1 peut s’associer à c-FOS phosphorylé et mener à une augmentation de 
son activité transcriptionnelle (Monje, Hernández-Losa, Lyons, Castellone, & Gutkind, 
2005). 
 
La prolyl-isomérase PIN1 peut être régulée transcriptionnellement. PIN1 est un gène 
cible direct du facteur de transcription E2F1 (A. Ryo et al., 2002). De plus, le facteur de 
croissance IGF-1 régule l’expression de PIN1 via les voies de signalisation PI3K/AKT et 
MEK/ERK (You et al., 2002). L’activité de PIN1 peut aussi être régulée par des 
modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, la sumoylation et 
l’ubiquitination. Par exemple, la kinase DAPK est un suppresseur de tumeur agissant comme 
médiateur positif de l’apoptose en réponse à plusieurs types de stimuli. DAPK peut 
phosphoryler PIN1 sur son domaine PPIase et inhiber son activité catalytique (T. H. Lee et 
al., 2011). MLK3 est une MAPK kinase kinase qui peut phosphoryler PIN1 dans son domaine 
catalytique et réguler sa localisation subcellulaire et son activité catalytique (Rangasamy et 
al., 2012). Les protéines S6K2 et PKA peuvent phosphoryler PIN1 sur son domaine WW et 





Liou, Noel, & Lu, 2002). PLK1 est un régulateur de la mitose qui peut phosphoryler PIN1 
sur son domaine PPIase. Sans affecter son activité catalytique, cette phosphorylation 
empêche l’ubiquitination et la dégradation protéasome-dépendante de PIN1 (Eckerdt et al., 
2005). Il a également été démontré que PIN1 peut être sumoylé dans ses domaines WW et 
PPIase. La sumoylation de PIN1 a pour effet d’inhiber son activité (Chen et al., 2013). 
 
Un des principaux effets de l’isomérisation cis/trans par PIN1 consiste en une 
régulation de la stabilité de ses substrats. Bien que les mécanismes directs de la régulation de 
la stabilité des protéines par PIN1 restent à élucider, il est suggéré que la prolyl-isomérisation 
augmenterait la disponibilité du substrat dans une conformation tridimentionnelle favorable 
à sa reconnaissance par une E3 ubiquitine ligase. En effet, si l’ubiquitination d’un substrat se 
fait spécifiquement sur un isoforme d’une protéine, cet isoforme sera rapidement dégradé et 
cela prendra du temps avant que la cis/trans isomérisation naturelle permettre la conversion 
de la protéine vers la conformation favorable à la dégradation. En augmentant le taux 
d’isomérisation, PIN1 permettrait une coordination entre la disponibilité du substrat et sa 
reconnaissance par une E3 ubiquitine ligase. À l’inverse, PIN1 pourrait stabiliser des 
substrats en leur donnant une conformation moins favorable à leur interaction avec une 
ubiquitine ligase (Y. C. Liou, Zhou, & Lu, 2011). PIN1 peut aussi réguler la stabilité de 
certaines protéines de façon indirecte. Par exemple, il a été démontré que PIN1 pouvait 
reconnaître le site T205 de FBW7 suite à sa phosphorylation par les ERK et promouvoir son 
ubiquitination. De plus, il a été démontré qu’une inhibition de l’expression de PIN1 menait 
à une augmentation des niveaux d’expression de FBW7 (Ji et al., 2015; Min et al., 2012). La 
protéine FBW7 est une E3 ubiquitine ligase responsable de la dégradation protéasomale de 
plusieurs protéines dont la cycline E, c-Myc, c-Jun, mTOR, HIF-1α, MCL1 et NOTCH1. 
(Wang, Ye, Liu, Wei, & Wang, 2014). Donc, la régulation de substrats tels que FBW7 par 







Figure 8 : Les multiples impacts de l’isomérisation cis/trans par PIN1. 
Représentation des différents effets répertoriés de PIN1 sur ses substrats. PIN1 catalyse 
l’isomérisation cis/trans de certains résidus proline lorsque ceux-ci sont précédés par un 
résidu sérine ou thréonine phosphorylé, ce qui permet de réguler certaines fonctions du 
substrat. Adapté de (Kun Ping Lu & Zhou, 2007). 
 
1.5.2. Rôles de PIN1 dans la régulation de la prolifération et la survie 
cellulaire 
 
La grande variété de substrats de PIN1 lui permet de jouer un rôle dans la plupart des 
plus importantes voies de signalisation et donc PIN1 peut affecter plusieurs processus 
cellulaires différents en même temps. Sa perte d’expression chez l’homme est impliquée 
entre autres dans le vieillissement, le cancer et les maladies neuro-dégénératives. Chez la 
souris, la délétion de Pin1 a démontré qu’elle n’était pas essentielle au développement et à la 
survie mais qu’elle affectait la transition G0/G1-S (Fujimori et al., 1999; A. Ryo et al., 2002; 
You et al., 2002). La cycline D1 joue un rôle important dans la prolifération et la progression 
du cycle cellulaire. La phosphorylation de la cycline D1 par la GSK3β permet sa 
reconnaissance par PIN1, ce qui mène à une augmentation de la translocation nucléaire ainsi 
qu’à une stabilisation de la cycline D1 (Y.-C. Liou et al., 2002). PIN1 peut également réguler 
les niveaux d’expression de la cycline D1 de manière indirecte. En effet, la phosphorylation 





APC. L’interaction de PIN1 avec la β-caténine inhibe sa capacité d’interaction avec APC et 
mène à une augmentation de sa stabilité et de sa localisation nucléaire. La relation PIN1-β-
caténine favorise donc l’expression des gènes modulés par la β-caténine tels que CCND1 et 
c-MYC ( a Ryo, Nakamura, Wulf, Liou, & Lu, 2001). L’hyperphosphorylation de pRB par 
les complexes cycline/CDK favorise la transition G1/S du cycle cellulaire. La 
phosphorylation des sérines 608 et 612 de pRB permet sa reconnaissance par PIN1, ce qui 
favoriserait une hyperphosphorylation subséquente de pRB (F Rizzolio et al., 2012; Flavio 
Rizzolio et al., 2013). La kinase GRK2 est impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire en phase 
G2/M. GRK2 peut être phosphorylé par CDK2, ce qui permet son association avec PIN1 et 
sa dégradation durant la phase G2/M (Penela, Rivas, Salcedo, & Mayor, 2010). Ainsi, en 
influençant entre autres la cycline D1, la β-caténine, pRB et GRK2, PIN1 joue un rôle dans 
la régulation du cycle cellulaire.  
 
 La prolyl-isomérase PIN1 peut réguler plusieurs protéines impliquées dans la 
régulation de la survie cellulaire. En général, PIN1 promeut la survie cellulaire en stabilisant 
les facteurs anti-apoptotiques et en déstabilisant les facteurs pro-apoptotiques. BAX est un 
facteur pro-apoptotique qui peut être phosphorylé par les ERK1/2 en réponse à des stimuli 
tels que le facteur de stimulation de colonies des granulocytes et macrophages (GM-CSF). 
PIN1 peut reconnaitre BAX suite à ces phosphorylations et inhiber le clivage et la 
translocation mitochondriale de BAX, réduisant ainsi l’activation des caspases et l’apoptose 
(Shen, Esnault, Schinzel, Borner, & Malter, 2009). Le facteur MCL1, une protéine anti-
apoptotique, est impliqué dans la chimiorésistance de plusieurs cancers. La phosphorylation 
de MCL1 par les ERK1/2 permet son association avec PIN1, ce qui mène à une stabilisation 
de MCL1. En réponse à un stress oxydatif, le facteur pro-apoptotique DAXX est 
phosphorylé. La phosphorylation de DAXX permet sa reconnaissance par PIN1, ce qui 
favorise la dégradation de cette protéine via l’ubiquitination et le protéasome. L’association 








1.5.3. PIN1 dans le cancer 
 
PIN1 est un gène cible direct du facteur de transcription E2F1. Dans le cancer du sein, 
il a été démontré que, via E2F1, la signalisation oncogénique induite par le récepteur HER2, 
H-RAS, PI3K et/ou p38 MAPK mène à une augmentation de l’expression de PIN1. De plus, 
PIN1 semble promouvoir le phénotype transformé induit par NEU/RAS dans ces cellules  
(K. Y. Lee et al., 2011; A. Ryo et al., 2002). Des analyses ont démontré que PIN1 était 
surexprimé à une fréquence élevée dans les tissus humains issus de plusieurs types de cancers 
(Bao et al., 2004). De plus, des niveaux d’expression élevés de PIN1 corrèlent avec un faible 
pronostic chez les patients atteints de cancer du poumon, de la prostate, de la gorge et du 
sein. En effet, une étude a démontré que PIN1 était surexprimé dans le cancer de la prostate 
et corrèle avec un plus haut risque et un plus court temps de récurrence suite à une ablation 
chirurgicale de la prostate (Ayala et al., 2003; Sasaki et al., 2006).  
 
 Dans le cancer du sein, de forts niveaux d’expression de PIN1 sont associés avec une 
stabilisation et une surexpression de certains facteurs tels que HER2 et AKT. Des niveaux 
d’expression élevés de PIN1 et HER2 sont également associés à la résistance aux traitements 
à la rapamycine tandis que des niveaux d’expression élevés de PIN1 et AKT mènent à un 
pronostic plus faible que lorsque seulement l’une des deux protéines est surexprimée (Lam 
et al., 2008; Liao et al., 2009). Également dans ce type de cancer, la surexpression de PIN1 
est associée avec une augmentation des niveaux d’expression de la β-caténine ( Ryo et al., 
2001). La surexpression de PIN1 corrèle avec une surexpression de c-MYC. Lorsque c-MYC 
est phosphorylé sur la sérine 62, celui-ci peut s’associer avec PIN1. Cette association favorise 
le recrutement de c-MYC avec ses co-activateurs au promoteur de certains gènes cibles suivi 
d’une dégradation de c-MYC (Farrell et al., 2013). Ainsi, dans le cancer du sein, PIN1 est 
associé à la régulation de plusieurs voies de signalisation qui promeut la carcinogenèse. 
 
Tout comme dans le cancer pancréatique, la signalisation NOTCH est activée de 
façon aberrante dans le cancer du sein mais les mécanismes menant à son activation sont mal 
décrits. Une étude a démontré que la prolyl-isomérase PIN1 peut s’associer au récepteur 





PIN1 et les niveaux d’expression de NIC1 dans le cancer du sein. Il a été démontré que PIN1 
favorise le clivage de NOTCH1 par le complexe γ-sécrétase. De plus, la prolyl-isomérisation 
de NIC1 par PIN1 sur le site T2512-P2513 affecte la reconnaissance de NIC1 par l’E3 
ubiquitine ligase FBW7. La prolyl-isomérisation de NIC1 par PIN1 peut donc réduire la 
dégradation protéasome-dépendante de NIC1 en bloquant son ubiquitinylation. 
L’établissement d’une signalisation NOTCH1/PIN1 active favorise le renouvellement des 
cellules souches cancéreuses mammaires, la croissance tumorale et la formation de 
métastases chez la souris. Chez les patients avec une signature NOTCH élevée, c’est-à-dire 
que les niveaux d’expression des effecteurs de la voie NOTCH et des gènes cibles associés 
sont élevés, de forts niveaux d’expression de PIN1 corrèlent avec un faible taux de survie. 
Par contre, lorsque les patients ont une signature NOTCH faible, les niveaux d’expression de 
PIN1 n’ont pas d’impact sur le taux de survie des patients (Rustighi et al., 2009, 2013). Ces 
résultats mettent en lumière un important mécanisme de régulation de la signalisation 
NOTCH1 modulée par PIN1 qui promeut la croissance et la dissémination des cellules 
tumorales issues des glandes mammaires.  
 
Plusieurs caractéristiques de PIN1 en font un candidat qui génère beaucoup d’intérêt 
dans le développement de marqueurs et de thérapies contre le cancer. D’ailleurs, la déplétion 
de PIN1 est un événement qui sensibilise les cellules de cancer du sein à la chimiothérapie 
(Ding et al., 2008). De plus, chez la souris, l’inhibition de l’expression de Pin1 empêche le 
développement du cancer du sein induit par l’expression d’un Ras oncogénique ou d’ErbB2 
(Y.-C. Liou et al., 2002). Les données disponibles actuellement suggèrent la possibilité d’une 
dépendance à PIN1 qui pourrait être exploitable dans certaines maladies telles que le cancer. 
Il existe déjà des inhibiteurs pharmacologiques de  PIN1 qui bloquent l’activité du domaine 
PPIase, les plus connus étant la juglone et le PiB. Cependant, le développement d’inhibiteurs 
de PIN1 fait face à plusieurs obstacles. Les inhibiteurs de domaine PPIase tels que la juglone 
et le PiB ont démontré un manque de spécificité et peuvent inhiber des prolyl-isomérases 
autres que PIN1. Des approches d’inhibition de PIN1 en utilisant des inhibiteurs peptidiques 
semblent plus prometteuses et nécessiteront des études cliniques pour évaluer l’effet de 
l’inhibition spécifique de PIN1 sur la carcinogenèse (Moore & Potter, 2013). D’un point de 





(Tatara, Lin, Bamba, Mori, & Uchida, 2009). De plus, la prolyl-isomérisation est une 
modification post-traductionnelle qui est très difficile à visualiser avec les techniques 
conventionnelles telles que l’immunobuvardage et la co-immunoprécipitation. Présentement, 
les moyens utilisés pour observer ce type de modification post-traductionnelle consiste à 
traiter les protéines d’intérêt à l’aide d’une endoprotéinase et d’en analyser les fragments 
(Jalouli et al., 2014), générer des anticorps isoforme-spécifique (Nakamura et al., 2012) ou 
par spectrométrie de masse (Glover et al., 2014).  
 
1.5.4. PIN1 dans le pancréas 
 
 L’atlas des protéines humaines (Uhlén et al., 2015) contient un vaste répertoire 
d’études d’expression des protéines humaines. Les niveaux d’expression de PIN1 ont été 
analysés par séquençage d’ARNm et transcriptome ainsi que par immunohistochimie sur une 
vaste panoplie de tissus humains. Les analyses par séquençage d’ARN ont détecté PIN1 dans 
la plupart des tissus humains. Le marquage protéique a démontré que PIN1 était exprimé le 
plus fortement dans les tissus du système nerveux central alors que les autres tissus 
démontraient de plus faibles marquages de diverses intensités. Dans le pancréas, des 
échantillons de tissus provenant de 2 patients sains ont été analysés par immunohistochimie 
et PIN1 a été détecté dans les îlots de Langerhans mais pas dans le tissu exocrine. Par contre, 
lors de l’analyse de tissus pancréatiques cancéreux provenant de 12 patients, les cellules 
exocrines pancréatiques ont démontré des marquages faibles à modérés de PIN1 dans tous 
les échantillons. De plus, les cellules exocrines les plus fortement marquées étaient situées 
au niveau des lésions tissulaires ductales.  
 
1.6. Hypothèse et objectifs de recherche 
 
La prolyl-isomérase PIN1 est surexprimée dans plusieurs types de cancer tels que le 
cancer du sein et peut promouvoir la carcinogenèse. PIN1 reconnait des motifs phospho-S/T-
P et catalyse l’isomérisation cis/trans de ses substrats, affectant ainsi plusieurs protéines 





activée de façon aberrante dans le cancer du sein et corrèle avec la surexpression de PIN1, 
ce qui représente un faible pronostic pour les patients. Parallèlement, la voie NOTCH est 
aussi activée de façon aberrante dans le cancer pancréatique, mais aucune étude publiée n’a 
caractérisé l’impact de PIN1 sur la carcinogenèse pancréatique. De plus, on connait très peu 
de choses sur la régulation de la voie NOTCH par PIN1, à l’exception que PIN1 semble 
affecter la stabilité de NIC1 (Rustighi et al., 2013). Il est à noter que le fragment 
intracellulaire de NOTCH, NIC, possède plusieurs motifs de phosphorylation S-P et T-P, qui 
sont des motifs de reconnaissance spécifiques par des kinases telles que les ERK1/2. Dans le 
laboratoire de la Pre Marie-Josée Boucher de l’Université de Sherbrooke, nous nous sommes 
intéressés à la régulation post-traductionnelle de NIC1 dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines. Nous avons démontré que la voie MEK/ERK pouvait réguler la 
phosphorylation de NIC1, ce qui affectait son association avec ses partenaires 
transcriptionnels CSL et MAML1 (Tremblay et al., 2013).  
 
Dans le but d’approfondir nos connaissances sur la régulation post-traductionnelle de 
NIC1, nous  avons voulu étudier l’impact de PIN1 sur la signalisation NOTCH dans les 
cellules pancréatiques tumorales humaines. Dans le cadre de cette étude, nous avons émis 
l’hypothèse que la prolyl-isomérase PIN1 régule l’activité de la voie NOTCH et promeut la 
carcinogenèse pancréatique chez l’humain. Afin de valider l’hypothèse, deux objectifs 
principaux ont été fixés. Le premier objectif était d’élucider le rôle de PIN1 sur la 
signalisation NOTCH. Pour réaliser cet objectif, un modèle stable de cellules pancréatiques 
tumorales humaines exprimant un shARN dirigé contre PIN1 a été généré. L’impact de la 
réduction des niveaux d’expression de PIN1 sur la signalisation NOTCH a ensuite été évalué 
par des immunobuvardages et par essais luciférases. Le deuxième objectif était d’évaluer 
l’impact de la réduction des niveaux d’expression de PIN1 sur le phénotype des cellules 
pancréatiques tumorales humaines. Pour réaliser cet objectif, l’impact de la réduction des 
niveaux d’expression de PIN1 a été caractérisé pour la croissance, la progression du cycle 
cellulaire, la capacité à former des clones et la capacité de croître en indépendance d’ancrage 






II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1. Culture cellulaire 
 
Les lignées cellulaires BxPC3, HEK293T, HPDE, MIAPaCa2 et PANC1 ont été 
utilisées (voir tableau 1). Les cellules ont été cultivées dans un environnement humide à 37°C 
contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture a été changé à tous les deux jours et les cellules 
ont été trypsinisées (Trypsine 0,25 % (v/v) avec EDTA 2,21 mM (Wisent bioproducts 325-
043-CL)) à l’atteinte d’environ 90 % de confluence soit à tous les trois ou quatre jours. Pour 
la réalisation des expériences, les cellules ont été comptées à l’aide d’un hémacytomètre 
(BrightLine, Canada) et un nombre déterminé de cellules a été ensemencé. Brièvement, les 
cellules ont été mises en suspension puis mélangées avec du bleu trypan dans un ratio de 1 : 
2 pour ensuite être comptées à l’aide d’un hémacytomètre. Le bleu trypan a été utilisé pour 
exclure les cellules nécrosées et les débris cellulaires du décompte. Pour chaque puits, 10 
sections ont été comptées sur deux chambres de l’hémacytomètre afin d’obtenir une 
concentration de cellules par millilitre de suspension. Un nombre déterminé de cellules a été 



















Tableau 1 : Lignées cellulaires utilisées. 
Lignée 
cellulaire 
Origine Particularités Fournisseur 
HEK293T Rein embryonnaire 
humain 
Cellules transformées Grâcieuseté du Pr 
Jean-Luc Parent* 
HPDE Épithélium ductal 
pancréatique humain. 
Cellules immortalisées Grâcieuseté du Pr 
Ming Tsao** 
BxPC3 Pancréatique tumorale 
humaine 
p53R248C; Délétion 
homozygote de SMAD4 
ATCC CRL-1687 
MIAPaCa2 Pancréatique tumorale 
humaine 
KRASG12C; p53R248W; 
Délétion homozygote de 
CDKN2A 
ATCC CRL-1420 
PANC1 Pancréatique tumorale 
humaine 
KRASG12D; p53R273H; 
Délétion homozygote de 
CDKN2A; 
ATCC CRL-1469 
* Département de médecine, Université de Sherbrooke,  QC, Canada. 
** Université de Toronto, ON, Canada. 
 
La lignée cellulaire BxPC3 a été cultivée dans du milieu RPMI 1640 (Wisent 
bioproducts 350-000-CL) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent bioproducts 095150), 10 
mM d’HEPES (Wisent bioproducts 330-050-EL), 2 mM de Glutamax™ (Life Technologies 
35050-061), 1 mM de pyruvate de sodium (Wisent bioproducts 600-110-EL) et 2,5 g/l de 
glucose (Wisent bioproducts 609-036-EL). Les lignées cellulaires HEK293T, MIAPaCa2 et 
PANC1 ont été cultivées dans du milieu DMEM (Wisent bioproducts 319-005-CL) 
supplémenté avec 10 % de FBS, 10 mM d’HEPES et 2 mM de Glutamax™. La lignée 
cellulaire HPDE a été cultivée dans du milieu pour kératynocytes sans sérum (Gibco 17005-
042) supplémenté avec de l’EGF et de l’extrait d’hypophyse bovin (fourni avec le milieu). 
Les populations de cellules exprimant un vecteur exogène de façon stable (voir section 2.2.3) 







Tableau 2 : Agents pharmacologiques utilisés. 
Produit Concentration 
utilisée 
Fonction Fournisseur Numéro de 
catalogue 





Cycloheximide 25 µg/ml Inhibiteur de 
synthèse protéique 
Sigma-Aldrich 01810 
DAPT 25 µM Inhibiteur de γ-
sécrétase 
Calbiochem 208255-80-5 
DMSO 1:1000 Véhicule Fisher 
scientific 
D128-500 
Doxycycline 1 µg/ml Agent d’induction  Enzo life 
sciences 
ALX-380-
273                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
EGTA 4 mM Chélateur d’ions 
Ca2+. Permet la 
libération de NIC1. 
Sigma-Aldrich E4378 







































2.2. Activation de la voie NOTCH 
 
À ce jour, il n’existe pas de traitements pharmacologiques permettant d’activer la voie 
NOTCH de façon spécifique. C’est pourquoi l’EGTA est utilisé pour chélater le calcium 
extracellulaire. Le traitement des cellules pancréatiques à l’EGTA déstabilise les liaisons 
calcium-dépendantes au sein des récepteurs NOTCH, engendrant entre autres une libération 
massive et synchronisée de NIC1 (Rand et al., 2000). Le traitement à l’EGTA permet 
d’évaluer dans le temps les niveaux d’expression de NIC1 et l’état de certaines modifications 
post-traductionnelles (phosphorylation, ubiquitination, etc.) sur NIC1 et les niveaux 
d’expression des gènes cibles de la voie NOTCH (HES1, CYCLINE D1, c-MYC, etc.). Le 
traitement des cellules à l’EGTA mène à une augmentation de l’expression des gènes cibles 
de la voie NOTCH (Tremblay et al., 2013). Les différentes populations MIAPaCa2 ont été 
traitées pendant 15 minutes à l’EGTA (4 mM) puis le milieu de culture a été remplacé par du 
milieu frais contenant du calcium pour des temps de recouvrement variant de 30 minutes à 4 
heures.  
 
2.2.3. Transfection transitoire et stable 
 
Les populations MIAPaCa2 pTRIPZ shContrôle et pTRIPZ shPIN1 ont été générées 
par transfections stables alors que les cellules HEK293T ont été transfectées de façon 
transitoire. Les cellules ont été ensemencées dans un Pétri de manière à obtenir une 
confluence de 50 à 70 % le lendemain. Les cellules ont été transfectées par la méthode de 
lipofection avec le jetPRIME® (Polyplus transfection 114-07) selon les recommandations du 
manufacturier. Brièvement, les ADNc à transfecter ont été dilués dans du tampon jetPRIME® 
(voir tableau 4). Le réactif jetPRIME® a été ajouté au mélange avant d’être incubé pendant 
dix minutes à température ambiante. Le mélange a ensuite été déposé dans le Pétri contenant 
des cellules et leur milieu de culture. Les vecteurs d’expression sans insert (Tableau 1) ont 
été utilisés pour assurer des quantités égales d’ADN transfectées. Pour chacune des 
expériences de transfection réalisées, les cellules transfectées seulement avec les vecteurs 





façon transitoire ont été lysées 24 à 48 heures plus tard dans un tampon de lyse approprié. 
Pour les cellules transfectées de façon stable, une sélection à la puromycine a été effectuée à 
partir du lendemain de la transfection. Pour sélectionner les cellules ayant intégré le vecteur 
d’intérêt, de la puromycine 2 µg/ml a été supplémenté au milieu de culture. Un Pétri contrôle 
a aussi été traité à la puromycine afin de suivre la mort des cellules n’exprimant pas le gène 
de résistance. Suite au traitement à la puromycine, le milieu de culture des cellules a été 
changé à tous les jours jusqu’à ce que toutes les cellules du Pétri contrôle soient mortes, soit 
environ 4-6 jours. Les cellules ayant survécu à la sélection (correspondant aux populations 
stables) ont été amplifiées pour être utilisées dans les expériences.  
 
Tableau 3: Vecteurs et gènes-rapporteurs utilisés. 
Vecteur Caractéristiques Provenance 
CSL-4X-Luc Quatre répétitions du site de liaison de CSL en 
amont du gène de la luciférase de mouche à feu. 
Addgene 41726 
HES1-Luc Région promotrice de 1270pb du Hes1 murin en 
amont du gène de la luciférase de mouche à feu. 
Grâcieuseté de la Dre 
Ruth S. Slack* 
pRL-TK  Gène de la luciférase de rénilla régulé par le 
promoteur thymidine kinase. 







Vecteur d’expression rétrovirale qui possède une 
étiquette FLAG et HA en N-terminal. Vecteur de 
destination qui possède des sites attR. 
Sélection bactérienne: ampicilline 








Vecteur MSCV-N-FLAG-HA-IRES-PURO qui 
exprime une forme sauvage de PIN1 provenant du 
vecteur pDonr223-PIN1. 
Généré dans le 
laboratoire dans le 
cadre du projet. 
pBabe-puro Vecteur d’expression eukaryote. 








Vecteur pBabe-puro qui exprime un KRASG12V. Addgene 12544 
pDest47 Vecteur d’expression eukaryote qui possède une 
étiquette GFP en C-terminal. 





Vecteur pDest47 qui exprime une forme sauvage 
de NIC1 qui correspond aux acides aminés 1753 à 
2555 de l’ADNc de NOTCH1. 
Généré dans le 
laboratoire. 
pDest53 Vecteur d’expression eukaryote qui possède un 
étiquette GFP en N-terminal. 





Vecteur pDest53 qui exprime une forme sauvage 
de NIC1 qui correspond aux acides aminés 1753 à 
2555 de l’ADNc de NOTCH1. 




Vecteur d’entrée qui possède la séquence codante 
pour les bases 1 à 1021 de l‘ADNc de PIN1 
humain flanquées de sites attR.  





Vecteur d’expression eukayote qui possède une 
étiquette HA en C-terminal. Exprime un MEK1 de 
type sauvage. 
Grâcieuseté  de  la  




Vecteur d’expression eukayote qui possède une 
étiquette HA en C-terminal. Exprime un MEK1 




Vecteurs d’expression lentivirale. Expriment un 
shARN non-ciblant (shContrôle) ou un shARN 
dirigé contre PIN1 (shPIN1).  
Sélection bactérienne: ampicilline 



























pLX302 Vecteur d’expression lentivirale qui possède une 
étiquette V5 en C-terminal. Vecteur de destination 
qui possède des sites attR. 
Sélection bactérienne: ampicilline 




Vecteur pLX302 qui exprime une forme sauvage 
de PIN1 recombiné à partir du vecteur pDonr223-
PIN1. 





Exprime un shARN non-codant inductible. 
Exprime Turbo RFP suite à l’induction à la 
doxycycline.  
Sélection bactérienne: ampicilline et zéocine 
Sélection eukaryote : puromycine 




Vecteur pTRIPZ exprimant un shARN dirigé 
contre PIN1 inductible à la doxycycline. 
Dharmacon 
RHS4696-200770297 
pLP1 Gènes codant pour les protéines permettant la 
formation de particules lentivirales: soit vsv-g, 
gag/pol et rev. 
Gracieuseté  de  la  




Gènes codant pour les protéines permettant la 
formation de particules rétrovirales, soit vsv-g  et 
gag/pol. 
Agilent 217566 
pVPack-GP Agilent 217567 
* Département de médecine cellulaire et moléculaire, Université d’Ottawa, ON, Canada. 
** Département d’anatomie et biologie cellulaire, Université de Sherbrooke, QC, Canada. 






Tableau 4 : Conditions de transfection. 
Type de Pétris Réactif jetPRIME® Tampon 
jetPRIME® 
Volume de milieu 
de culture 
Plaque 24 puits Ratio de 2 µl de réactif 
pour 1 µg d’ADN à 
transfecter 
50 µl 500 µl 
Plaque 6 puits/ 35 mm 200 µl 1,5 ml 
100 mm 500 µl 8 ml 
 
2.2.4. Essai luciférase 
 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits à raison de 100 000 
cellules par puits de manière à obtenir une confluence de 50 à 70 % le lendemain. Les cellules 
ont été transfectées tel que détaillé dans la section 2.2.3 à l’aide des vecteurs d’expression 
ainsi qu’un gène-rapporteur de l’activité NOTCH (CSL- ou HES1-luciférase de mouche à 
feu) et un gène-rapporteur agissant comme contrôle interne couplé à l’activité luciférase de 
rénilla (tableau 1). Quarante-huit heures après la transfection, les cellules ont été rincées deux 
fois avec du PBS froid avant d’être lysées dans 200 µl du tampon de lyse passif froid fourni 
avec l’ensemble pour essai luciférase (Promega E1910). Ensuite, les cellules ont été incubées 
pendant 15 minutes à température ambiante avec agitation. Finalement, 100 µl de lysat 
cellulaire par échantillon ont été utilisés pour mesurer l’activité luciférase grâce à un 
luminomètre (Berthold  detection  system) selon la méthode décrite dans la figure 9. 
 
Figure 9 : Mesure de l’activité luciférase.  
 
 
Ajout de 50µl 






mouche à feu 
(10 secondes)













2.2.5. Production et infection virale  
 
 Afin de générer des particules virales, des cellules HEK293T ensemencées dans des 
Pétris de 100 mm ont été transfectées transitoirement. Pour la production de lentivirus, 6 µg 
de chacun des vecteurs pLP1, pLP2 et VSVG en plus de 10 µg du vecteur d’intérêt (tableau 
3) ont été utilisés pour transfecter les cellules HEK293T. Pour la production de rétrovirus, 
les cellules HEK293T ont été transfectées avec 7 µg de chacun des vecteurs pVPack-VSV, 
pVPack-GP et du vecteur d’intérêt. Quarante-huit heures suivant la transfection, les 6 ml de 
milieu de culture contenant les virus ont été récoltés et filtrés à l’aide d’un filtre de 0,45 µm 
(Pall 4184). Le milieu contenant les virus a ensuite été conservé à -80ºC pour usage ultérieur.  
 
 Au moment de générer des populations stables, les cellules à infecter ont été 
ensemencées dans un Pétri de 100 mm de manière à obtenir une confluence de 50 à 70 % le 
lendemain. Le milieu de culture a été retiré et les cellules ont ensuite été incubées pendant 
une heure avec 700 µl de suspension virale supplémentée avec 8 µg/ml de polybrène. Après 
avoir ajouté 6 ml de milieu de culture frais, les cellules ont été incubées pendant 2 jours avec 
les particules virales. Finalement, le milieu de culture a été remplacé par du milieu de culture 
frais sans particules virales et les cellules ont été incubées pendant vingt-quatre heures avant 
de débuter la sélection tel que décrit dans la section 2.2.3.  
 
2.2.6. Test de croissance cellulaire 
 
Deux cent mille cellules des populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 
shPIN1 ont été ensemencées dans 15 Pétris de 35 mm. Le nombre de cellules d’un triplicata 
par population a été compté à chaque jour post-ensemencement pendant 5 jours (120 heures) 
à l’aide d’un hémacytomètre (BrightLine, Canada) tel que décrit dans la section 2.2.1. Une 
courbe du nombre moyen de cellules par Pétri en fonction du temps a été réalisée pour les 
deux populations avec le logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad Software). L’expérience a 
été réalisée trois fois (N=3) et la significativité statistique des résultats obtenus a été 





et les barres d’erreurs sur les graphiques représentent l’écart-type. Les temps de 




2.2.7. Synchronisation de cellules 
 
 Les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été ensemencées à 
l’échelle de 500 000 cellules par Pétri de 35 mm. Le lendemain, les cellules ont été rincées 
avec du milieu de culture sans sérum et les cellules ont été incubées avec du milieu de culture 
sans sérum pendant 48 heures afin de les synchroniser en phase G1. Ensuite, les cellules ont 
été traitées avec du FBS 1 % (v/v) (Wisent bioproducts 095-150). Les cellules ont finalement 
été lysées à 0, 2, 4, 6, 8, 16 et 24 heures post-traitement. De plus, un contrôle non-traité a été 
lysé à 24 heures. Les échantillons générés ont ensuite été analysés par immunobuvardage.  
 
2.2.8. Test de clonogénicité 
 
Les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été ensemencées 
en triplicata dans une plaque 6 puits à l’échelle de 500 cellules par puits. Le lendemain de 
l’ensemencement, les milieux de culture ont été remplacés par du milieu contenant un 
véhicule (DMSO) ou un inhibiteur (DAPT ou U0126) (tableau 2). Les milieux de culture ont 
ensuite été changés à tous les jours pour une période de 10 jours. Les cellules ont ensuite été 
lavées 2 fois avec du PBS froid avant d’être fixées par traitement au méthanol glacial pendant 
dix minutes avec agitation. Par la suite, le méthanol a été retiré et une solution de cristal violet 
0,5 % (p/v) a été ajoutée (Fisher scientific C581-25). Les cellules ont été incubées avec la 
solution pendant 30 minutes à température ambiante avec agitation. La solution a été retirée 






Une fois séchée, la plaque 6 puits a été numérisée avec un scanneur HP Scanjet G4010 
à une résolution de 600 pixels par pouce carré, sous format TIF. À l’aide du logiciel ImageJ 
(NIH), une extension a été utilisée afin de binariser les images avec un seuillage adaptatif 
(Tseng, n.d.). Le nombre et la taille des colonies ont été mesurés pour chaque puits et les 
valeurs du contrôle ont été rapportées à 100. L’expérience a été réalisée trois fois (N=3) et la 
significativité statistique des résultats obtenus a été démontrée par des t-tests de Student 
bilatéraux pour groupes non appariés grâce au logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad 
Software). La marge d’erreur a été fixée à 5 % (p=0,05) et les barres d’erreur sur les 
graphiques représentent l’écart-type. 
 
2.2.9. Essai de croissance en agar mou 
 
 Afin de mesurer la capacité de croitre en indépendance d’ancrage, les populations 
MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été ensemencées en triplicata dans une 
plaque 6 puits avec agar mou. Les plaques utilisées pour cette expérience n’étaient pas 
traitées pour la culture cellulaire, ce qui réduisait l’adhérence des cellules au fond des puits. 
Deux millilitres d’une solution d’agarose de type VII (Sigma A9045) 0,7 % (p/v) dans du 
DMEM sans rouge de phénol (Wisent bioproducts 219-065-XK) ont été coulés dans le fond 
des puits. Une fois l’agarose figée (30 minutes), 2 ml/puits d’une suspension de 7500 
cellules/ml dans du DMEM sans rouge de phénol contenue dans la solution d’agarose 0,7 % 
(p/v) a été coulée par-dessus l’agarose sans cellules. Une fois l’agarose solidifiée, 1,5 ml de 
DMEM sans rouge de phénol supplémenté en puromycine et en pénicilline/streptomycine 
(tableau 2) a été ajouté à la surface de l’agarose. Les cellules ont été cultivées pendant trois 
semaines sans passages avec changement de milieu aux deux jours selon les conditions 
décrites dans la section 2.2.1.  
 
 Après trois semaines de croissance, le nombre et la grosseur des colonies formées ont 
été évalués suite à une coloration au MTT (Berridge, Herst, & Tan, 2005). Le sel de 
tétrazolium MTT permet de mesurer l’activité des oxydoréductases NAD(P)H-dépendantes 
par l’apparition d’une couleur mauve dans les cellules lorsqu’il est réduit. Le changement de 





fois au PBS avant d’être traités avec une solution de PBS contenant 0,5 mg/ml de réactif 
MTT (Millipore Canada 475989) pendant trois heures à 37ºC, 5 % CO2. Finalement, la 
plaque a été numérisée et analysée tel que décrit dans la section 2.2.8. 
 
2.3. Étude des protéines 
2.3.1. Extraction de protéines 
 
Des extraits protéiques ont été préparés à partir de cellules en culture. Les Pétris ont 
été déposés sur glace, puis rincés 2 fois au PBS froid. Les cellules ont été lysées avec un 
tampon Triton froid (tableau 5) pendant 10 minutes. 
 
Tableau 5 : Composition du tampon de lyse Triton. 
Produit Concentration Fournisseur Numéro de catalogue 
Aprotinine* 0,5 µg/ml Roche 981 532 
β-glycérophosphate 40 mM Sigma-Aldrich G9422 
EDTA pH 8,0 5 mM Sigma-Aldrich E-5134 
Glycérol 10 % (v/v) Bio Basic Canada GB0232 
Leupeptine* 0,5 µg/ml Bio Basic Canada LDJ691 
NaCl 100 mM EMD SX0420-5 
NaF 50mM Sigma-Aldrich 7681-49-4 
Orthovanadate de sodium 200 µM Sigma-Aldrich S-6508 
Pepstatine* 0,7 µg/ml Roche 1 524 88 
PMSF* 1 mM Sigma-Aldrich P-7626 
Tris-HCl pH 7,5 50 mM Bio Basic Canada 77-86-1 
Triton X-100 1 % (v/v) MP Biomedicals 807426 
* Ces inhibiteurs ont été ajoutés extemporanément au tampon précédent la lyse. 
  
Les cellules ont été récupérées avec le tampon pour être centrifugées à 10 000 RPM 
à 4°C pendant dix minutes. Le surnageant, contenant les protéines solubles, a été récupéré et 






2.3.2. Extraction cytosol-noyau 
 
 Les cellules ont été lavées deux fois dans le PBS avant d’être récupérées dans du PBS 
et centrifugées à 1000 RPM pendant cinq minutes à 4ºC. Ensuite, le culot a été resuspendu 
dans 400 µl de tampon A (tableau 6) et incubé sur glace pendant 15 minutes. Vingt-cinq 
microlitres de Nonidet P-40 10 % (v/v) (Bio Basic Canada 9016-45-9) ont été ajoutés et le 
mélange a été vortexé pendant 15 secondes puis centrifugé à 12 000 RPM à 4ºC pendant 30 
secondes. Le surnageant, contenant les protéines cytosoliques solubles, a été récupéré. Le 
culot a été resuspendu dans 75 µl  de tampon B (tableau 6) avant d’être centrifugé à 10 000 
RPM pendant 10 minutes à 4ºC. Le surnageant, contenant les protéines nucléaires solubles, 
a été récupéré. Les tampons A et B ont été complémentés avec les inhibiteurs frais (Tableau 
5 (*)). 
 
Tableau 6 : Composition des tampons d’extraction cytosol-noyau. 
Produit Concentration  
(avec les protéines) 
Fournisseur Numéro de catalogue 
TAMPON A 
HEPES pH 7,9 10 mM Sigma-Aldrich H3375 
KCl 10 mM Bio Basic Canada 7778-77 
EDTA 0,1 mM Sigma-Aldrich E-5134 
EGTA 0,1 mM Sigma-Aldrich E4378 
NaF 10 mM Sigma-Aldrich 7681-49-4 
β-glycérophosphate 10 mM Sigma-Aldrich G9422 
TAMPON B 
HEPES pH 7,9 20 mM Sigma-Aldrich H3375 
NaCl 0,4 M EMD SX0420-5 
EDTA 1 mM Sigma-Aldrich E-5134 
EGTA 1 mM Sigma-Aldrich E4378 
NaF 10 mM Sigma-Aldrich 7681-49-4 
β-glycérophosphate 10 mM Sigma-Aldrich G9422 






2.3.2. Dosages protéiques  
 
La concentration protéique des extraits cellulaires utilisés a été dosée par technique 
colorimétrique dans des plaques 96 puits grâce au système BCA (Pierce PI23225). Pour 
chaque plaque 96 puits analysée, une courbe d’étalonnage a été générée grâce à un standard 
de BSA à 0, 1, 2, 4, 6, 8 et 10 µg afin de déterminer la concentration protéique des 
échantillons en fonction de l’absorbance à 560 nm. Deux microlitres d’extrait protéique par 
puits ont été utilisés, préparés dans un volume total de 10 µl, en triplicata. Deux cents 
microlitres de solution BCA ont été ajoutés dans chacun des puits et la plaque a été incubée 
à 37°C pendant 30 minutes. Finalement, un spectromètre (BIORAD 3550) a été utilisé pour 




 Des immunoprécipitations ont été faites soit avec des anticorps couplés à des billes 
de protéine-G-sépharose (GE Heathcare 17-0618-01) ou avec des billes GFP-Trap_A® 
(Chromotek gta-20). Le volume requis de billes de protéine-G-sépharose ou GFP-Trap_A® 
a été prélevé, lavé à trois reprises avec du tampon triton froid et resuspendu dans un volume 
équivalent de tampon triton froid avant d’être utilisé. Lorsque des billes de protéine-G-
sépharose ont été utilisées, un pré-lavage des échantillons a été fait afin de réduire les 
interactions non-spécifiques. Pour ce faire, 1 mg d’extrait protéique a été incubé à 4°C sous 
agitation pendant 30 minutes avec 15 ul de billes protéine-G-sépharose lavées. Les billes ont 
ensuite été retirées de l’échantillon par centrifugation à 2000 RPM pendant 15 secondes avant 
de procéder à l’immunoprécipitation.  
 
Pour l’immunoprécipitation, 1 mg d’extraits protéiques a été utilisé et complété dans 
un volume de 700 µl avec du tampon triton (tableau 5). Lorsque les billes protéine-G-
sépharose ont été utilisées, 3 µl d’anticorps ont été ajoutés par échantillon avant d’être 





sépharose ont été ajoutés. Lorsque les billes GFP-Trap_A® ont été utilisées, 10 µl de billes 
ont été ajoutés par échantillon. Tous les échantillons ont été incubés avec les billes pendant 
une heure à 4°C avec agitation. Finalement, les échantillons ont été centrifugés à 2000 RPM 
pendant 15 secondes. Le premier surnageant des échantillons a été conservé. Les 
immunocomplexes formés ont été lavés trois fois avec du tampon triton froid (tableau 5) 
avant d’être dénaturés dans 40 µl de tampon Laemmli (tableau 7) puis chauffés à 95°C 
pendant 5 minutes. Les immunocomplexes ont été analysés par immunobuvardage tel que 
décrit dans la section 2.3.4. en parallèle avec les surnageants et les extraits protéiques ayant 




Pour chaque échantillon à analyser, 45 µg d’extraits protéiques ont été préparés. Les 
protéines et le marqueur de poids moléculaire maison (tableau 8) ont été dénaturés en ajoutant 
du tampon Laemmli (tableau 7)  puis en chauffant 5 minutes à 95°C. 
 
Tableau 7 : Composition du tampon Laemmli 1X. 
Produit Concentration 
(avec les protéines) 
Fournisseur Numéro de catalogue 
Bleu de 
bromophénol 
0,005 % (p/v) J.T. Baker D293-02 
β-mercaptoéthanol 5 % (v/v) Sigma-Aldrich M6250 
Glycérol 10 % (v/v) J.T. Baker 56-81-5 
PMSF 1mM Sigma-Aldrich P-7626 
SDS 2,3 % (p/v) Bio Basic Canada 151-21-3 
Tris-HCl pH 6,8 62,5mM Bio Basic Canada 77-86-1 








Les échantillons et le marqueur maison ont ensuite été déposés sur un gel SDS-PAGE 
(tableau 9). Dans un tampon de migration (tableau 10), le gel a été soumis à un courant 
électrique de 150 volts pendant 4 à 6 heures à température ambiante, ce qui a permis la 
séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire. 
 
Tableau 8 : Composition du marqueur de poids moléculaires maison préparé dans du 
Laemmli 2X. 
Protéine Concentration Poids 
moléculaire 
Fournisseur Numéro de 
catalogue 
Phosphorylase B 0,35 mg/ml 94 kDa Sigma-Aldrich P6635 
BSA 0,15 mg/ml 66 kDa Sigma-Aldrich A-6003 
Ovalbumine 1 mg/ml 45 kDa Bio Basic Canada 9006-59-1 
Anhydrase 
carbonique 
0,2 mg/ml 32 kDa Sigma-Aldrich C3934 
trypsinogène 0,3 mg/ml 24 kDa Sigma-Aldrich T1143 
β-lactoglobuline 0,2 mg/ml 18 kDa Sigma-Aldrich L2506 
Lysosyme 0,3 mg/ml 14 kDa Sigma-Aldrich L7651 
 
Tableau 9 : Composition du gel SDS-PAGE. 
Produit Concentration Fournisseur Numéro de catalogue 
Acrylamide/bis-
acrylamide 37,5 :1 
7,5 ou 12 % (v/v) Bio Basic Canada A0011 
APS 0,05 % (v/v) Sigma-Aldrich A3678 
SDS 0,1 % (v/v) Bio Basic Canada 151-21-3 
TEMED 0,033 % (v/v) Bio Basic Canada TB0508 










Tableau 10 : Composition du tampon de migration. 
Produit Concentration Fournisseur Numéro de catalogue 
Glycine 192 mM Bio Basic Canada 56-40-6 
SDS 0,1 % Bio Basic Canada 151-21-3 
Tris 25 mM Bio Basic Canada 77-86-1 
 
 Une fois les protéines séparées sur gel, celles-ci ont été électro-transférées sur une 
membrane de PVDF (Perkin Elmer NEF1002001PK). Les protéines ont subi un courant 
électrique de 220 mA à 4°C pendant 4 à 6 heures dans une cuve contenant un tampon de 
transfert (tableau 11). 
 
Tableau 11 : Composition du tampon de transfert. 
Produit Concentration Fournisseur Numéro de catalogue 
Glycine 192 mM Bio Basic Canada 56-40-6 
Éthanol 10 % Les alcools de commerce P025EAAN 
Tris-HCl 25 mM Bio Basic Canada 77-86-1 
 
Les membranes de PVDF contenant les protéines transférées ont été colorées avec 
une solution contenant 0,02 % (p/v) de Ponceau S (Bio Basic Canada 6226-79-5) et 3 % (v/v) 
d’acide trichloroacétique (Fisher scientific A322-500) pour visualiser les protéines puis 
décolorées à l’eau distillée. Puis, les membranes ont été bloquées avec une solution de PBS 
contenant 0,05 % (v/v) de Tween-20 (Fisher scientific BP337) et 5 % (p/v) de lait en poudre 
Carnation (Smucker foods of Canada). Suite au blocage, les membranes ont été incubées 
avec agitation pendant 3 heures à température ambiante ou pendant la nuit à 4°C grâce à un 
anticorps primaire dilué dans la solution de blocage. La liste des anticorps utilisés est décrite 
au tableau 12. La membrane a ensuite subi trois lavages de dix minutes avec agitation dans 
une solution de PBS-T (PBS et 0,05 % de Tween-20) avant d’être incubée avec agitation 
pendant 1 heure à température ambiante avec un anticorps secondaire dilué dans la solution 
de blocage. Finalement, la membrane a été lavée trois autres fois et les complexes HRP 
couplés aux anticorps secondaires ont été activés en incubant la membrane pendant une 





HRP a été détecté par chimioluminescence en utilisant des films (Denville Scientific E3018) 
à différents temps d’exposition.  
 
Tableau 12: Anticorps utilisés. 
Anticorps Espèce Dilution Fournisseur Numéro de 
catalogue 
Actine Souris 1 :30 000 Millipore MAB1501R 
Cycline A Lapin 1 :1000 Santa Cruz Technology Sc-751 
Cycline D1 Lapin 1 :1000 Santa Cruz Technology Sc-753 
DLL3 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 2483 
ERK 1 Lapin 1 :1000 Santa Cruz Technology Sc-93 
Phospho-ERK 
(p44/p42) 
Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 9101 
FLAG Souris 1 :1000 Sigma-Aldrich F1804 
GAPDH Lapin 1 :20 000 Cell Signaling Technology 2118 
GFP Souris 1 :2000 Santa Cruz Technology Sc-9996 
HES1 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 11988 
JAGGED1 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 2620 
JAGGED2 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 2210 
Lamine B Chèvre 1 :1000 Santa Cruz Technology Sc-6217 
MAML1 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 4608 
c-MYC Souris 1 :1000 Santa Cruz Technology Sc-40 
NOTCH1 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 4380 
NIC1 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 4147 
NOTCH3 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 5276 
NUMB Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 2756 
PIN1 Lapin 1 :1000 Cell Signaling Technology 3722 
PIN1 Souris 1 :1000 R&D Systems MAB2294 
Phospho-pRB 
(Ser795) 







Chèvre 1 :2500 Jackson ImmunoResearch 111 035 003 
Anti-IgG de 
souris* 
Chèvre 1 :2500 Jackson ImmunoResearch 115 035 003 
* Anticorps secondaires couplés à un complexe HRP. 
 
Tableau 13 : Composition de la solution de révélation maison préparée dans 0.1M Tris 
pH 8.5 
Produit Concentration Fournisseur Numéro de catalogue 
Acide coumarique 225 µM Sigma-Aldrich C-9008 
H2O2 0,009 % (v/v) Fisher scientific 7722-84-1 




Les films développés ont été numérisés avec un scanneur HP Scanjet G4010 à une 
résolution de 600 pixels par pouce carré, sous format TIF. Le logiciel Photoshop CS5 (Adobe 
systems) a été utilisé pour monter les figures. L’intensité des bandes obtenues a été mesurée 
grâce au logiciel ImageJ (NIH). Les niveaux d’expression de l’actine ou de la GAPDH ont 
été utilisés comme contrôle de chargement sur lesquels les niveaux d’expression des autres 
protéines ont été rapportés pour pouvoir comparer les échantillons entre eux. Dans les cas où 
l’expérience a été faite plusieurs fois (N=3), la significativité statistique des résultats a été 
démontrée par des t-tests de Student bilatéraux pour groupes non appariés grâce au logiciel 
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software). La marge d’erreur a été fixée à 5 % et les barres 







3.1. Niveaux d’expression de PIN1 dans différentes lignées cellulaires 
 
Au niveau de la littérature, dans les lignées pancréatiques tumorales humaines, les 
niveaux d’expression de PIN1 n’ont été analysés qu’avec la lignée Capan-2. Dans cette lignée 
cellulaire, l’atlas des protéines humaines (Uhlén et al., 2015) n’a pas répertorié PIN1 par 
marquage immuno-histochimique mais de faibles niveaux d’expression de PIN1 ont été 
détectés par séquençage d’ARN. Nous avons donc voulu comparer les niveaux d’expression 
de PIN1 entre les lignées pancréatiques tumorales humaines MIAPaCa2, BxPC3 et PANC1, 
la lignée pancréatique non-tumorale immortalisée HPDE ainsi que la lignée rénale 
embryonnaire humaine HEK293T (figure 10). L’immunobuvardage sur des extraits 
protéiques provenant de cinq lignées cellulaires différentes a démontré que toutes les lignées 
cellulaires exprimaient des niveaux détectables de PIN1.  
 
 
Figure 10: Niveaux d’expression de PIN1 dans différentes lignées cellulaires. 
Des extraits protéiques ont été générés à partir des lignées cellulaires MIAPaCa2, BxPC3, 
PANC1, HPDE et HEK293T. Les niveaux d’expression de PIN1 ont été évalués par 










3.2. PIN1 est exprimé à la fois dans le cytosol et dans le noyau des cellules 
MIAPaCa2 
  
 Une étude a été réalisée sur la localisation subcellulaire de PIN1 dans les cellules 
HeLa. L’auteur de cette étude a démontré une localisation principalement concentrée dans 
des granules nucléaires (Rippmann et al., 2000). Cependant, il a été suggéré que la 
localisation subcellulaire de PIN1 pouvait possiblement être influencée par la présence de 
sites de liaison de PIN1 avec ses substrats. Précédemment dans le laboratoire, il a été 
démontré que NIC1, un fois libéré de la membrane, est principalement localisé au noyau.  
Nous nous sommes donc interrogés sur la localisation subcellulaire de PIN1 dans les cellules 
MIAPaCa2 afin de mieux comprendre le spectre d’interactions possibles de PIN1 avec ses 
substrats dans ce modèle. Pour ce faire, une extraction cytosol-noyau a été réalisée à partir 
de cellules MIAPaCa2 (figure 11). L’analyse par immunobuvardage a permis de démontrer 
que PIN1 était exprimé dans le cytosol et dans le noyau dans cette lignée cellulaire.   
  
 
Figure 11 : Localisation subcellulaire de PIN1. 
Des cellules MIAPaCa2 ont été utilisées pour faire une extraction cytosol-noyau. Les niveaux 
d’expression de PIN1, GAPDH et Lamine B ont été évalués par immunobuvardage à l’aide 








3.3. Impact de l’inhibition de la synthèse protéique et de la dégradation 
protéasomale sur l’expression de PIN1 et d’HES1 dans les cellules 
MIAPaCa2 
 
Nous avons voulu caractériser la demi-vie de PIN1 dans les cellules pancréatiques 
tumorales humaines. Les cellules MIAPaCa2 ont été traitées avec de la cycloheximide pour 
inhiber la synthèse protéique. La protéine HES1, connue pour être dégradée par le 
protéasome et avoir une très courte demi-vie (Kobayashi et al., 2015), a été utilisée comme 
contrôle pour valider l’efficacité des traitements. Dans les cellules traitées à la 
cycloheximide, les niveaux d’expression de PIN1 ont diminués graduellement entre une et 
huit heures de traitements, sans toutefois atteindre une élimination totale de l’expression de 
PIN1 (figure 12). Cette observation suggère que PIN1 a une très longue demi-vie dans les 
cellules MIAPaCa2. Ensuite, nous avons voulu déterminer si PIN1 pouvait être dégradé par 
le protéasome. Des cellules MIAPaCa2 ont été traitées avec du MG 132 pour inhiber la 
dégradation protéasomale. L’analyse par immunobuvardage a démontré que le traitement au 
MG 132 menait à une augmentation des niveaux d’expression d’HES1 mais n’avait pas 
d’impact sur les niveaux d’expression de PIN1 (figure 12). Ces résultats nous indiquent que 
PIN1 n’est pas dégradé par le protéasome dans les cellules MIAPaCa2.   
 
 
Figure 12 : Traitements à la cycloheximide ou au MG 132 sur les cellules MIAPaCa2. 
Des cellules MIAPaCa2 ont été traitées ou non (-) à la cycloheximide ou au MG 132 pour 
les périodes de temps indiquées. Les niveaux d’expression d’HES1 et PIN1 ont été évalués 






3.4. Objectif 1 : Élucider le rôle de PIN1 sur la signalisation NOTCH dans 
un contexte de cancer pancréatique 
 
3.4.1. Validation des modèles de cellules pancréatiques tumorales 
humaines exprimant des niveaux d’expression réduits de PIN1 
 
 Puisque les outils disponibles pour moduler et mesurer l’activité de PIN1 sont limités, 
nous avons voulu étudier le rôle de PIN1 dans les cellules pancréatiques tumorales humaines 
en modulant ses niveaux d’expression protéique. Pour ce faire, deux stratégies 
complémentaires ont été choisies. La lignée cellulaire MIAPaCa2 a été choisie pour générer 
une population stable exprimant un shARN dirigé contre PIN1 tandis que la lignée cellulaire 
BxPC3 a été retenue pour générer une population stable surexprimant PIN1.  
 
 Tout d’abord, un vecteur permettant l’expression d’un shARN exprimant une 
séquence non-ciblante (shContrôle) ou d’un shARN inductible dirigé contre PIN1, pTRIPZ-
shPIN1 (tableau 3), a été transfecté de façon stable dans les cellules MIAPaCa2. Afin de 
valider ce modèle, des cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été 
ensemencées dans des Pétris de 35mm et traitées à la doxycycline pendant 24 ou 100 heures 
pour permettre l’induction du shARN (figure 13a). L’analyse par immunobuvardage a 
démontré que le traitement à la doxycycline n’a pas eu d’impact sur les niveaux d’expression 
de PIN1. Ces résultats nous démontrent que cette méthode n’a pas mené à une inhibition 







Figure 13 : Diminution des niveaux d’expression de PIN1 par expression d’un shARN 
dans les cellules MIAPaCa2. 
A. Population stable de cellules exprimant un shARN contrôle (pTRIPZ-shNON-Target) ou 
un shARN dirigé contre PIN1 (pTRIPZ-shPIN1) dont l’expression est induite par traitement 
à la doxycycline pour les périodes de temps indiquées. B. Cellules MIAPaCa2 transfectées 
transitoirement avec un shARN contrôle (pLKO.1-shContrôle; +) ou avec un shARN dirigé 
contre PIN1 où 1 = pLKO.1-shPIN1-1033, 2 = pLKO.1-shPIN1-1034, 3 = pLKO.1-shPIN1-
1035, 4 = pLKO.1-shPIN1-1036 et 5 = pLKO.1-shPIN1-10577. Les niveaux d’expression de 
PIN1 et de l’actine ont été évalués par immunobuvardage grâce à des anticorps spécifiques. 
N=1 
 
 Toujours dans l’objectif de générer une population stable de cellules MIAPaCa2 dont 
les niveaux d’expression de PIN1 sont diminués, une nouvelle série de vecteurs exprimant 
des shARN dirigés contre PIN1 a été utilisée. Cinq séquences différentes exprimées dans le 
vecteur pLKO.1 (tableau 3) ont été transfectées transitoirement dans des cellules MIAPaCa2 
(figure 13b). L’analyse par immunobuvardage a démontré que l’expression des séquences 
1034 et 10577 menait à une réduction des niveaux d’expression de PIN1. À partir des 
vecteurs pLKO.1-shContrôle, pLKO.1-shPIN1-1034 et pLKO.1-shPIN1-10577, des 
populations stables de cellules MIAPaCa2 ont été générées par infections lentivirales (figure 
14). Les populations MIAPaCa2 shPIN1-1034 et MIAPaCa2 shPIN1-10577 ont démontré 







par rapport à la population MIAPaCa2 shContrôle. Les expériences effectuées avec les 
cellules MIAPaCa2 shPIN1 ont été réalisées en N=3 avec la population shPIN1-10577 et les 
résultats ont été confirmés en N=1 avec la population MIAPaCa2 shPIN1-1034 (non-
montré).   
 
 
Figure 14 : Validation de la diminution d’expression de PIN1 dans les populations 
stables de cellules MIAPaCa2 exprimant un shARN spécifique. 
L’expression de PIN1 et GAPDH dans les populations MIAPaCa2 shContrôle, MIAPaCa2 
shPIN1-1034 et MIAPaCa2 shPIN1-10577 a été comparées par immunobuvardage à l’aide 
d’anticorps spécifiques.  
 
 Nous avons voulu utiliser la lignée cellulaire BxPC3 pour générer une population 
stable surexprimant PIN1. Des constructions MSCV-vide et MSCV-PIN1 (tableau 3) ont été 
utilisées pour générer des populations stables par infections rétrovirales. Suite à la sélection 
des populations stables, les niveaux d’expression de PIN1 ont été évalués par 
immunobuvardage. Les résultats obtenus ont montré une faible expression du PIN1 exogène 
par rapport aux niveaux d’expression du PIN1 endogène. Il a été conclu que la population 
BxPC3 MSCV-PIN1 générée ne permettait pas une expression suffisante du PIN1 exogène 
pour l’utiliser comme modèle adéquat dans l’étude de l’impact de la surexpression de PIN1 








Figure 15 : Expression d’un PIN1 exogène dans les cellules BxPC3. 
Des populations stables de cellules BxPC3 exprimant un vecteur vide (MSCV-VIDE; -) ou 
un vecteur codant pour PIN1 (MSCV-PIN1; +) ont été générées. Les niveaux d’expression 
du PIN1 endogène (PIN1) et exogène (PIN1-FLAG-HA) dans chacune des populations ont 
été évalués par immunobuvardage à l’aide de l’anticorps PIN1 de R&D systems.  
 
3.4.2. Les niveaux d’expression de PIN1 influencent les niveaux 
d’expression de récepteurs et ligands impliqués dans la voie NOTCH 
 
Afin d’initier la caractérisation de l’impact de l’inhibition de l’expression de PIN1 
sur la voie NOTCH, les niveaux d’expression de certains récepteurs et ligands impliqués dans 
la voie NOTCH ont été comparés entre les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 
shPIN1. L’analyse par immunobuvardage a démontré que les niveaux d’expression relatifs 
du récepteur NOTCH 1 et du ligand DLL3 étaient significativement plus faibles dans la 
population MIAPaCa2 shPIN1 par rapport à la population MIAPaCa2 shContrôle. Par contre, 
les niveaux d’expression de NOTCH 3, JAGGED1 et JAGGED 2 n’ont pas été 
significativement influencés par une variation des niveaux d’expression de PIN1 (figure 16). 







Figure 16 : Effet de l’inhibition de l’expression de PIN1 sur les niveaux d’expression de 
récepteurs et ligands impliqués dans la voie NOTCH. 
A. Les niveaux d’expression de NOTCH1, NOTCH3, JAGGED1, JAGGED 2, DLL3 et de 
l’actine ont été mesurés dans les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 
par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. B. Niveaux d’expression moyens 
(N=3) de NOTCH1, DLL3 et JAGGED1 normalisés avec les niveaux d’expression de 
l’actine. Les valeurs obtenues pour la population MIAPaCa2 shContrôle ont été rapportées à 
1. T-test de Student  * p ≤ 0,05. N=3 
 
3.4.3.  PIN1 peut influencer les niveaux d’expression de NIC1 
 
Dans des lignées cellulaires de cancer du sein, il a été démontré que les niveaux 
d’expression de PIN1 influençaient les niveaux d’expression de NIC1 (Rustighi et al., 2009). 
Afin de valider ces observations, nous avons voulu évaluer l’effet de la surexpresssion de 
PIN1 sur les niveaux d’expression de NIC1 par transfections transitoires dans les cellules 
HEK293T. Comme les niveaux d’expression de NIC1 endogène sont difficilement 
détectables par immunobuvardage dans cette lignée cellulaire, des vecteurs permettant 
l’expression de NIC1 et/ou de PIN1 ont été transfectés transitoirement (figure 17a). Tel que 
démontré dans le graphique (figure 17b), cette expérience a révélé que la co-transfection de 
PIN1 menait à des niveaux d’expression du NIC1 exogène qui étaient 7 fois plus élevés que 










Figure 17 : Effet de la surexpression de PIN1 sur les niveaux d’expression de NIC1. 
A. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les vecteurs pDest53-NIC1-GFP (NIC1-
GFP) et/ou pLX302-PIN1-V5 (PIN1-V5). Les niveaux d’expression de l’actine, de NIC1-
GFP et de PIN1 ont été évalués par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques.  
B. Représentation graphique des niveaux d’expression de NIC1 rapportés sur l’actine (N=3). 
Les niveaux relatifs d’expression de NIC1 ont été rapportés à 1 dans les cellules transfectées 
avec NIC1-GFP seulement. T-test de student * p ≤ 0,05. N=3   
 
 Nous avons aussi voulu évaluer l’impact des niveaux d’expression de PIN1 sur NIC1 
dans un contexte de cellules pancréatiques tumorales humaines. Les populations MIAPaCa2 
shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1-10577 ont été traitées avec de l’EGTA pendant 15 minutes 
pour engendrer une libération massive et synchronisée de NIC1 et activer la voie NOTCH 
(Tremblay et al., 2013). Le milieu de culture des cellules a ensuite été remplacé par du milieu 
frais et les cellules ont été lysées à différents temps de recouvrement pour analyse des extraits 
protéiques par immunobuvardage (figure 18a). Lors de l’étude des niveaux d’expression de 
NIC1 aux différents temps de recouvrement, il a été possible d’observer que les niveaux 
d’expression de NIC1 retournent à des niveaux comparables au contrôle significativement 
plus rapidement dans la population MIAPaCa2 shPIN1 que dans la population MIAPaCa2 

















Figure 18 : Cinétique de traitements à l’EGTA sur les populations stables MIAPaCa2 
shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1. 
A. Les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été traitées à l’EGTA 
pendant 15 minutes (+) et le milieu de culture a ensuite été remplacé par du milieu frais 
contenant du calcium (Ca2+) pour la période de temps indiquée. Les niveaux d’expression de 
NIC1, c-MYC, Cycline D1, HES1, PIN1 et Actine ont été évalués par immunobuvardage à 
l’aide d’anticorps spécifiques. N=3 
 B. Représentation graphique des niveaux relatifs moyens (N=3) d’expression de NIC1 en 
réponse au traitement à l’EGTA entre 30 minutes et quatre heures de recouvrement. ANOVA 
*** p≤0.001   
C. Représentation graphique des niveaux relatifs moyens (N=3) d’expression d’HES1 suite 
au traitement à l’EGTA avec un temps de recouvrement de 90 minutes. 
D. et E. Représentation graphique des niveaux relatifs moyens (N=3) d’expression de 
Cycline D1 (D.) et c-MYC (E.) suite au traitement à l’EGTA avec un temps de recouvrement 
de 240 minutes.  
C.-E. T-Test de student   * p ≤ 0,05 ****; p ≤ 0,0001. 
 
3.4.4. Les niveaux d’expression de PIN1 affectent l’expression des gènes 
cibles de la voie NOTCH 
 
 Puisqu’il a été observé que les niveaux d’expression de PIN1 influencent les niveaux 
d’expression de NIC1 en réponse au traitement à l’EGTA, nous avons voulu évaluer l’impact 
des niveaux d’expression de PIN1 sur l’expression des gènes cibles de la voie NOTCH. Dans 
les cellules non-traitées, il a été observé que les niveaux d’expression d’HES1 étaient plus 
élevés (figures 18a, c) alors que les niveaux d’expression de la cycline D1 et de c-MYC 
(figures 18a, d, e) étaient plus faibles dans la population MIAPaCa2 shPIN1 que dans la 
population MIAPaCa2 shContrôle. Il a aussi été observé que l’augmentation des niveaux 
d’expression de cycline D1 et c-MYC apportée par le traitement à l’EGTA est beaucoup plus 
modeste dans la population MIAPaCa2 shPIN1 comparativement à la population MIAPaCa2 
shContrôle (figures 18d et 18e). Cependant, l’augmentation des niveaux d’expression 
d’HES1 en réponse à l’EGTA atteignait un plateau similaire entre les deux populations. Pris 
ensemble, ces résultats nous indiquent que les niveaux d’expression de PIN1 influencent 







3.4.5. Les niveaux d’expression d’HES1 sont partiellement NOTCH-
dépendants dans les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 
shPIN1 
 
 Nous avons démontré que l’inhibition des niveaux d’expression de PIN1 pouvait 
avoir des effets positifs (HES1) ou négatifs (Cycline D1, c-MYC) sur l’expression protéique 
des gènes cibles de la voie NOTCH, suggérant une régulation complexe de la voie NOTCH 
par PIN1. Comme les résultats obtenus par rapport à l’impact de PIN1 sur les niveaux 
d’expression d’HES1 ont été quelque peu surprenants, nous avons voulu déterminer si 
l’expression d’HES1 était NOTCH-dépendante dans les populations MIAPaCa2 shContrôle 
et MIAPaCa2 shPIN1. Les populations ont été traitées pendant huit heures avec du DAPT 
(tableau 2), un inhibiteur du complexe gamma-sécrétase qui prévient la libération de NIC1 
(figure 19a). L’analyse par immunobuvardage a révélé que, de façon similaire dans les 2 
populations, les niveaux d’expression d’HES1 étaient partiellement diminués lorsque la 
signalisation NOTCH était inhibée par le traitement au DAPT. Ces résultats nous indiquent 












Figure 19 : Les niveaux d’expression d’HES1 sont influencés par l’inhibition de la 
signalisation NOTCH dans les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 
shPIN1. 
A. Des cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été traitées au DAPT (25 
µM) pendant huit heures. Les niveaux d’expression de NIC1, HES1, PIN1 et de l’actine ont 
été évalués par immunobuvardage grâce à des anticorps spécifiques. B. Représentation 
graphique des niveaux relatifs d’expression d’HES1 suite au traitement au DAPT dans les  
cellules traitées par rapport aux cellules non-traitées. Les niveaux d’expression d’HES1 dans 
les cellules non-traitées ont été rapportés à 1. N=1   
 
3.4.6. Impact des niveaux d’expression de PIN1 sur l’activité 
transcriptionnelle de la voie NOTCH 
 
 Les expériences précédentes ont démontré un impact des niveaux d’expression de 
PIN1 sur les niveaux d’expression protéique des gènes cibles de la voie NOTCH. Afin de 
confirmer ces résultats, nous avons voulu déterminer si la modulation des niveaux 
d’expression de PIN1 avait un impact sur l’activité transcriptionnelle de la voie NOTCH. 
Pour ce faire, des essais luciférases ont été réalisés à l’aide d’un gène-rapporteur spécifique 
au promoteur d’HES1 (HES1-LUC) ainsi qu’un gène-rapporteur de l’activité 
transcriptionnelle globale de la voie NOTCH (CSL-LUC) (tableau 3). Puisque les niveaux 
d’expression de NIC1 sont assez faibles dans la lignée MIAPaCa2, les populations 
MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été transfectées transitoirement de façon à 






une augmentation comparable de l’activité HES1-luciférase et CSL-luciférase (figures 20 a 
et b).  
 
 
Figure 20 : Mesure de l’activité luciférase sur des cellules MIAPaCa2 transfectées.  
(A+B).Un nombre équivalent de cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont 
été transfectées transitoirement avec le vecteur d’expression pDest53 ou pDest53-NIC1-GFP 
(NIC1-GFP) et avec les gènes-rapporteurs TK-RL et HES1-Luciférase (A.) ou CSL-
Luciférase (B.). N=1 
C. Les cellules MIAPaCa2 ont été transfectées transitoirement avec les vecteurs d’expression 
pDest53, pDest53-NIC1-GFP (NIC1-GFP), pLX302 et/ou pLX302-PIN1-V5 (PIN1-V5) 
ainsi qu’avec les gènes-rapporteurs TK-RL et HES1-Luciférase. N=3 
(A.-C.) L’activité luciférase a été mesurée 24 heures après la transfection. Représentations 
graphiques des ratios de l’activité de la luciférase de mouche à feu (HES1-luciférase ou CSL-
luciférase)/ l’activité de la luciférase de rénilla (TK-RL). Le ratio luciférase de mouche à feu/ 
luciférase de rénilla dans les cellules transfectées avec les vecteurs vides (pDest53 ou 
pDest53 + pLX302) a été rapportée à 1.      
 
 Puisqu’aucune différence n’a été observée dans l’activité CSL-Luciférase et HES1-
Luciférase entre les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1, nous avons 
voulu déterminer l’impact de la surexpression de PIN1 sur l’activité transcriptionnelle au 
promoteur d’HES1. Des essais luciférases ont été réalisés sur des cellules MIAPaCa2 









le gène-rapporteur HES1-Luciférase (tableau 3). Tout comme dans le modèle MIAPaCa2 
shPIN1, l’expression de NIC1-GFP a augmenté l’activité HES1-luciférase dans la lignée 
MIAPaCa2 (figure 20). La surexpression de PIN1 n’a pas influencé l’augmentation de 
l’activité luciférase induite par l’expression de NIC1-GFP.  
 
3.4.7. PIN1 et la voie MEK/ERK augmentent les niveaux d’expression de 
NIC1 
  
 En plus d’avoir démontré que l’activation de la voie MEK/ERK promeut l’expression 
des gènes cibles de la voie NOTCH (Tremblay et al., 2013), il a été précédemment observé 
dans le laboratoire que NIC1 peut être phosphorylé par une ERK1 active (résultat non-
publié). Notamment, certains sites de phosphorylation sur NIC1 sont des sites potentiels de 
reconnaissance par PIN1. Puisque KRAS est l’oncogène le plus fréquemment muté dans les 
cellules pancréatiques tumorales humaines (Almoguera et al., 1988) et qu’il est bien connu 
pour mener à l’activation de la voie MEK/ERK (Avruch et al., 2001) nous avons voulu 
déterminer si l’expression d’un KRAS muté et de PIN1 pouvait moduler les niveaux 
d’expression de NIC1. Pour ce faire, des cellules HEK293T ont été transfectées 
transitoirement avec NIC1-GFP, PIN1-FLAG-HA et/ou avec KRASG12V (tableau 3). Tout 
d’abord, l’analyse par immunobuvardage a permis de démontrer que l’expression d’un 
KRASG12V menait à une augmentation de la phosphorylation des ERK1/2, témoignant de 
l’activation de la voie MEK/ERK (figure 21). De plus, l’expression d’un KRASG12V, tout 
comme l’expression de PIN1 combinée ou non à l’expression du KRASG12V, augmente les 
niveaux d’expression de NIC1-GFP. Ces résultats suggèrent une régulation positive de 








Figure 21 : PIN1 et KRASG12V influencent les niveaux d’expression de NIC1. 
Des cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec les vecteurs pDest47-NIC1-
GFP (NIC1-GFP), pBabe-KRASG12V (KRASG12V) et/ou avec MSCV-PIN1-FLAG-HA 
(PIN1-FLAG-HA). Les niveaux d’expression de NIC1-GFP, ERK1/2 phosphorylé (ERK1/2-
PO4) et PIN1-FLAG-HA ont été évalués par immunobuvardage à l’aide d’anticorps 
spécifiques dirigés contre GFP, ERK1/2 phosphorylé et FLAG, respectivement. N=3 
 
Ensuite, puisque nous avons établi un lien entre l’expression d’un KRAS muté et les 
niveaux d’expression de NIC1, nous avons voulu déterminer si cette relation était influencée 
par la voie MEK/ERK, qui est en aval de KRAS (Rajalingam, Schreck, Rapp, & Albert, 
2007). Pour ce faire, des cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec un MEK 
de type sauvage (WT) ou avec un MEK constitutivement actif (CA) (tableau 3).  L’analyse 
par immunobuvardage a démontré que l’expression de MEK CA mène à des niveaux 
d’expression d’ERK1/2 phosphorylé et de NIC1-GFP qui sont plus élevés que lorsqu’un 
MEK WT est exprimé (figure 22). De plus, l’inhibition de la voie MEK/ERK par le traitement 
à l’U0126 bloque la promotion des niveaux d’expression de NIC1 apportée par l’expression 
d’un MEK CA ou d’un PIN1-FLAG-HA. Ces résultats suggèrent donc que les niveaux 









Figure 22 : PIN1 et la voie MEK/ERK influencent les niveaux d’expression de NIC1. 
(A.) Les cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec les vecteurs pDest47-
NIC1-GFP (NIC1-GFP), pECE-MEK-WT (MEK WT) et/ou pECE-MEK-CA (MEK CA).  
(B.) Les cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec les vecteurs pDest47-
NIC1-GFP (NIC1-GFP) et/ou avec MSCV-PIN1 (PIN1-FLAG-HA). 
(A. et B.) Vingt-quatre heures après la transfection, les cellules ont été traitées (+) ou pas (-) 
avec du U0126 pendant 24 heures. Les niveaux d’expression de NIC1-GFP, ERK1/2 
phosphorylé (ERK1/2-PO4) et de GAPDH ont été évalués par immunobuvardage à l’aide 
d’anticorps spécifiques. N=1 
 
3.5. Objectif 2 : Évaluer l’impact de la perte de PIN1 sur le phénotype des 
cellules pancréatiques tumorales humaines 
3.5.1. Les niveaux d’expression de PIN1 affectent la croissance des 
cellules MIAPaCa2 
 
Afin d’évaluer l’influence de PIN1 sur la croissance des cellules pancréatiques 
tumorales humaines in vitro, des courbes de croissance cellulaire ont été effectuées sur les 
populations de cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1. Des quantités 
équivalentes de cellules ont été ensemencées en triplicata dans des plaques 6 puits. Les 
cellules ont ensuite été comptées tous les 24 heures pendant les 5 jours suivant 
l’ensemencement. Les courbes de prolifération obtenues suite à ces expériences indiquent 
que la population MIAPaCa2 shPIN1 a une croissance significativement plus lente que la 
population MIAPaCa2 shContrôle (figure 23). En effet, au bout de cinq jours post-






cellules vivantes. Le temps de dédoublement moyen pour la population MIAPaCa2 
shContrôle correspond à 31,18 heures alors qu’il est de 32,74 heures pour la population 
MIAPaCa2 shPIN1.  
 
 
Figure 23 : Courbe de croissance cellulaire chez les cellules MIAPaCa2 shContrôle et 
MIAPaCa2 shPIN1. 
Pour chacune des populations, 200 000 cellules ont été ensemencées en triplicata dans des 
plaques 6 puits. Les cellules ont été comptées 24 à 120 heures post-ensemencement et le 
nombre moyen (N=3) de cellules a été représenté graphiquement pour les deux populations. 
ANOVA ** p ≤ 0,01. 
 
3.5.2. L’inhibition de l’expression de PIN1 module les niveaux 
d’expression de certains acteurs du cycle cellulaire  
 
 Une étude a démontré que l’inhibition de l’expression de PIN1 mène à des défauts 
d’entrée et de progression de la phase G1 (Fujimori et al., 1999). Dans les cellules 
MIAPaCa2, nous avons démontré que la croissance était retardée lorsque l’expression de 
PIN1 était inhibée. Ainsi, nous nous sommes intéressés à savoir si les niveaux d’expression 
de PIN1 pouvaient influencer l’expression de certaines protéines impliquées dans la 
progression du cycle cellulaire. Les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 
shPIN1 ont été privées en sérum pendant 48 heures pour les arrêter en phase G0/G1 du cycle 
cellulaire. Ensuite, 1 % de FBS a été réintroduit dans les milieux de culture pendant des 
périodes allant jusqu’à 24 heures. L’analyse par immunobuvardage nous a permis d’observer 
que, lorsqu’on synchronise ces 2 populations, l’augmentation des niveaux de pRB 





lorsque l’expression de PIN1 est inhibée (figure 24). De plus, le profil d’expression de la 
cycline D1 était différent entre les 2 populations. Ces résultats nous indiquent que les niveaux 




Figure 24 : La réduction des niveaux d’expression de PIN1 mène à une réduction des 
niveaux d’expression de certains acteurs du cycle cellulaire.  
Un nombre équivalent de cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été 
ensemencées. Le lendemain, les cellules ont été privées de sérum pendant 48 heures avant 
d’être traité au FBS 1 % pour les périodes de temps indiquées. Les niveaux d’expression de 
pRB phosphorylé (pRB-PO4 (ser795)), cycline D1, cycline A et de l’actine ont été évalués 
par immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. N=1 
 
3.5.3. Les niveaux d’expression de PIN1 influencent la capacité des 
cellules MIAPaCa2 à former des clones par un mécanisme MEK/ERK-
dépendant 
 
 Puisque nos résultats suggèrent un impact des niveaux d’expression de PIN1 sur la 
croissance cellulaire, nous avons voulu déterminer l’impact de la déplétion de PIN1 sur la 
capacité des cellules MIAPaCa2 à croître à faible densité cellulaire jusqu’à la formation de 
clones. Un nombre équivalent de cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont 
été ensemencées en triplicata dans des plaques 6 puits. Les tests de clonogénicité ont été faits 
en présence de l’inhibiteur de gamma-sécrétase DAPT pour inhiber la libération de NIC ou 





voie NOTCH et la voie MEK/ERK sont impliquées dans le processus de formation de clones 
pour ces populations.  
 
Aucune différence n’a été observée entre les populations MIAPaCa2 shContrôle et 
MIAPaCa-2 shPIN1 dans le nombre de colonies formées (figure 25). De plus, les traitements 
au DAPT et à l’U0126 n’ont pas eu d’influence sur le nombre de colonies formées dans la 
lignée cellulaire MIAPaCa2. Par contre, pour ce qui est de la taille des colonies formées, la 
population MIAPaCa2 shPIN1 formait des colonies qui étaient en moyenne 45 % plus petites 
que celles de la population MIAPaCa2 shContrôle (figure 25c). L’inhibition de la voie 
NOTCH par traitement au DAPT n’a pas affecté la taille des colonies formées dans les 
populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa-2 shPIN1 en comparaison avec les cellules 
traitées au DMSO suggérant que la formation de clones dans cette lignée cellulaire est 
indépendante de la voie NOTCH. Finalement, le traitement à l’U0126 a mené à la formation 
de colonies dont la taille était en moyenne 74 % plus petite que celles formées par cellules 
traitées au DMSO dans la population MIAPaCa2 shContrôle et 44 % plus petites que celles 
formées par les cellules traitées au DMSO dans la population MIAPaCa2 shPIN1. Aucune 
différence n’a été observée dans la taille des colonies formées entre les populations 
MIAPaCa-2 shPIN1 et MIAPaCa2 shContrôle lorsqu’elles ont été traitées à l’U0126. Étant 
donné que la réduction de la taille des clones formés apportée par l’inhibition de la voie 
MEK/ERK est moins importante dans la population MIAPaCa2 shPIN1 que dans la 
population MIAPaCa2 shContrôle, ces résultats nous indiquent que PIN1 et la voie 













Figure 25 : Les cellules MIAPaCa2 shPIN1 forment des clones de plus petites tailles que 
ceux formés par les cellules MIAPaCa2 shContrôle. 
Pour chacune des populations, 500 cellules par puits ont été ensemencées en triplicata dans 
une plaque 6 puits.  
A. Coloration au cristal violet de cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 
traitées au DMSO, DAPT ou U0126 pendant 10 jours. 
B. Représentation graphique de la moyenne relative du nombre de colonies (N=3) détectées 
par puits pour chaque condition. Le nombre de colonies comptées dans la population 
MIAPaCa2 shContrôle traitée au DMSO a été rapporté à 1.   
C. Représentation graphique de l’aire moyenne des colonies (N=3) détectées par puits pour 
chaque condition. La taille moyenne des colonies mesurées dans la population MIAPaCa2 













3.5.4. PIN1 affecte la capacité de croissance en indépendance d’ancrage 
des cellules MIAPaCa2 
 
Puisque nous avons démontré que les niveaux d’expression de PIN1 influençaient la 
croissance des cellules ainsi que leur capacité à former des clones, nous avons voulu évaluer 
la capacité des cellules de croître en indépendance d’ancrage à l’aide de tests de croissance 
en agar mou. Des cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été cultivées 
dans une matrice d’agarose 0,7 % pendant trois semaines. Ensuite, les cellules ont été 
colorées par test MTT pour analyse (figure 26). Il a été observé que la population shPIN1 
formait deux fois plus de colonies que la population contrôle, mais que celles-ci avaient la 
même taille. Il est aussi intéressant de noter que, dans cette série d’expériences, beaucoup de 
cellules MIAPaCa2 shPIN1 ont réussi à croître au fond des pétris, et ce malgré le fait que les 
plaques n’étaient pas traitées pour les rendre adhérentes. Ces résultats démontrent donc que 
les niveaux d’expression de PIN1 ont un impact sur la capacité de croissance en 







Figure 26 : Les cellules MIAPaCa2 shPIN1 forment plus de colonies que les cellules 
MIAPaCa2 shContrôle. 
A. 15 000 cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été ensemencées en 
triplicatas et incubées pendant trois semaines en agar mou. Les colonies ont été colorées par 
test MTT et les flèches blanches pointent vers des colonies typiques.  
B. Représentation graphique de la moyenne du nombre de colonies (N=3) détectées par puits 
pour chaque population.  
C. Représentation graphique de l’aire moyenne (m2) des colonies (N=3) par puits pour 











 Le cancer pancréatique est la 4e cause de décès par cancer et le type de cancer ayant 
le plus faible taux de survie relative à 5 ans (Canada, 2014). Il est donc impératif 
d’approfondir nos connaissances sur les voies de signalisation cellulaire qui contribuent au 
phénotype transformé des cellules pancréatiques tumorales humaines afin de développer des 
outils diagnostiques et thérapeutiques plus efficaces. La signalisation NOTCH est connue 
comme étant activée de façon aberrante dans le cancer pancréatique humain (Jones et al., 
2008; Miyamoto et al., 2003). KRas est un oncogène qui est muté dans plus de 90 % des cas 
d’adénocarcinome ductal pancréatique (Biankin et al., 2012; Jones et al., 2008). En coopérant 
avec la voie de signalisation RAS/RAF/MEK/ERK, la voie NOTCH contribue à l’initiation, 
à la progression ainsi qu’au maintien de la carcinogenèse pancréatique (De La O et al., 2008; 
Plentz et al., 2009b; Thomas et al., 2014). Dans le cancer du sein, il a été démontré que le 
récepteur NOTCH1 pouvait être régulé par la prolyl-isomérase PIN1 et contribuer à la 
carcinogenèse (Rustighi et al., 2009, 2013). La prolyl-isomérase PIN1 est une protéine 
impliquée dans la régulation de plusieurs voies de signalisation et son activité joue un rôle 
important dans plusieurs types de cancer (Z. Lu & Hunter, 2014). Cependant, il n’existe 
aucune étude publiée sur le rôle de PIN1 dans le cancer pancréatique et la régulation de la 
signalisation NOTCH par PIN1 a été très peu étudiée. Dans cette étude, nous avons déterminé 
que PIN1 pouvait influencer la croissance des cellules pancréatiques humaines. De plus, 
l’étude des mécanismes de régulation de la voie NOTCH a révélé une régulation complexe 
par PIN1.  
 
 Il a été intéressant de remarquer que toutes les lignées pancréatiques tumorales 
humaines exprimaient PIN1 à des niveaux détectables par immunobuvardage (figure 10). La 
lignée cellulaire pancréatique tumorale humaine MIAPaCa2 a été retenue pour ses niveaux 
d’expression de PIN1 dans le but d’élaborer une lignée cellulaire dont l’expression de PIN1 
était réduite. Ce modèle a permis d’étudier PIN1 dans le cadre des deux objectifs établis pour 
cette étude, soit élucider le rôle de PIN1 dans la signalisation NOTCH et évaluer l’impact de 
la perte de PIN1 sur le phénotype de cellules issues de cancer pancréatique. Cependant, il est 





tumorales pancréatiques passe par un mécanisme NOTCH-dépendant dû aux faibles niveaux 
d’expression de NIC1 dans ces cellules. Pour ce faire, de nouvelles tentatives devront être 
effectuées pour générer une population stable de cellules BxPC3 surexprimant PIN1. 
Précédemment dans le laboratoire, il a été démontré que la capacité de formation de clones 
et la croissance en indépendance d’ancrage était NOTCH-dépendante dans la lignée BxPC3, 
et que les niveaux d’expression de NIC1 étaient plus élevés que dans la lignée cellulaire 
MIAPaCa2. La lignée cellulaire BxPC3 permettrait donc de confirmer les résultats obtenus 
dans la lignée MIAPaCa2 en plus de permettre de déterminer si PIN1 a un impact NOTCH-
dépendant sur la capacité de formation de clones ainsi que sur la croissance en indépendance 
d’ancrage. 
 
4.1. Régulation de la signalisation NOTCH par PIN1 
 
Il a été démontré dans des cellules tumorales de glandes mammaires que, suite à leur 
interaction avec PIN1, les récepteurs NOTCH pouvaient échapper à la dégradation 
protéasomale dépendante de l’E3 ubiquitine ligase FBW7 (Rustighi et al., 2014). De plus, il 
a été rapporté que PIN1 aurait un effet stabilisateur sur NIC1 dans les cellules neuronales et 
dans les thymocytes (Baik et al., 2015; Takahashi et al., 2007). Concordant avec ces résultats, 
la surexpression de PIN1 mène à une augmentation des niveaux d’expression de NIC1 dans 
les cellules embryonnaires de rein humain HEK293T (figure 17). Bien que les conditions 
expérimentales n’aient pas permis la détection du PIN1 endogène par immunobuvardage, on 
peut voir un faible marquage de la protéine exogène grâce à l’anticorps dirigé contre 
l’étiquette FLAG, confirmant l’efficacité de la transfection. Ces résultats suggèrent que PIN1 
pourrait réguler la signalisation NOTCH en modulant les niveaux d’expression de NIC1. Il 
aurait aussi été intéressant d’aller confirmer ces résultats par le biais d’une inhibition 
pharmacologique de PIN1. Cependant, plusieurs obstacles compliquent la réalisation de cette 
expérience. En effet, bien qu’il existe des inhibiteurs pharmacologiques de PIN1 tels que la 
Juglone et le PiB, l’utilisation de ceux-ci est difficile puisque certaines de ces molécules sont 
très peu solubles et présentent des problèmes de non-spécificité. De plus, il est difficile de 






KRas est l’oncogène qui est le plus muté dans l’adénocarcinome ductal pancréatique, 
soit à plus de 90 % des cas (Biankin et al., 2012; Jones et al., 2008). Il a été démontré que les 
lésions pré-néoplasiques pancréatiques induites par l’expression d’un KRAS muté sont 
dépendantes de la signalisation RAF/MEK/ERK en aval de RAS chez la souris (Collisson et 
al., 2012). Ainsi, nous avons voulu déterminer si l’impact de RAS sur NOTCH pouvait 
impliquer la signalisation RAF/MEK/ERK. L’expression d’un KRAS muté dans la lignée 
cellulaire HEK293T mène à une augmentation des niveaux d’expression de NIC1 (figure 21). 
De plus, l’expression d’un KRAS muté couplé à la surexpression de PIN1 mène à une 
augmentation encore plus forte des niveaux d’expression de NIC1 dans cette lignée cellulaire. 
L’expression d’un MEK constitutif actif a été suffisante pour augmenter les niveaux 
d’expression de NIC1 (figure 22a). Il a aussi été possible de bloquer cette augmentation par 
le traitement avec l’inhibiteur de MEK1/2, l’U0126. Ces résultats pointent donc vers une 
régulation des niveaux d’expression de NIC1 par la voie RAS/RAF/MEK/ERK. Dans des 
cellules HEK293T surexprimant PIN1, l’inhibition de la voie MEK/ERK par le traitement à 
l’U0126 a atténué l’augmentation des niveaux d’expression de NIC1 apportée par la 
surexpression de PIN1 (figure 22b). Bien qu’il n’ait pas été possible de détecter PIN1 par 
immunobuvardage dans cette expérience, l’augmentation des niveaux d’expression de NIC1 
dans les extraits protéiques transfectés avec PIN1-FLAG-HA nous laisse croire que la 
surexpression de PIN1 a fonctionné, mais reste à être confirmé. Ces résultats suggèrent une 
coopération entre la signalisation RAS/RAF/MEK/ERK et les niveaux d’expression de PIN1 
dans la promotion des niveaux d’expression de NIC1. 
 
La prolyl-isomérase PIN1 reconnait des sites phospho-sérine-proline et phospho-
thréonine-proline (Yaffe et al., 1997). Puisque ces motifs sont des sites consensus de 
phosphorylation par les ERK1/2, il est normal de constater que plusieurs substrats de PIN1 
sont préalablement phosphorylés par les ERK1/2 (Jalouli et al., 2014; Min et al., 2012; Monje 
et al., 2005). Étant donné qu’il a préalablement été démontré dans le laboratoire que les 
ERK1/2 pouvaient phosphoryler directement NIC1 (données non-publiées), on peut se 
demander si la phosphorylation de NIC1 par les ERK1/2 influence la capacité de PIN1 à 
augmenter les niveaux d’expression de NIC1. Dans le laboratoire, plusieurs mutants de NIC1 





une alanine pour mimer ou bloquer la phosphorylation d’un site spécifique, dont le site T2512 
qui est connu pour interagir avec PIN1 (Rustighi et al., 2014). Il serait intéressant d’exprimer 
ces mutants avec PIN1 et d’évaluer l’impact de ces mutations sur la promotion des niveaux 
d’expression de NIC1 par PIN1. Ensuite, ces mutants pourraient être utilisés pour tester 
l’impact de l’inhibition de la voie MEK/ERK par traitement à l’U0126 sur les niveaux 
d’expression de NIC1 lorsque PIN1 est surexprimé.  
 
Bien qu’une étude sur le cancer du sein a démontré une interaction directe entre le 
récepteur NOTCH1 et PIN1 (Rustighi et al., 2009), la co-immunoprécipitation de NOTCH1 
et de PIN1 dans le laboratoire n’a pas permis de détecter d’interaction entre ces deux 
protéines dans les lignées cellulaires HEK293T et MIAPaCa2 (résultats non-présentés). Ces 
observations peuvent être le fruit d’un manque d’optimisation des conditions expérimentales, 
mais considérant la nature transitoire des interactions de PIN1 avec ses substrats (De et al., 
2012; Schelhorn, Martín-Malpartida, Suñol, & Macias, 2015), il est possible que l’interaction 
entre PIN1 et NIC1 soit de trop courte durée pour pouvoir être détectée par co-
immunoprécipitation. Des techniques de spectrométrie de masse adaptées à ces conditions 
existent et seront considérées pour la détection future d’interaction entre PIN1 et ses 
substrats. Entre autres, les techniques de spectrométrie de masse utilisant les protéines de 
fusion BirA et APEX permettent de marquer les protéines qui se retrouvent à proximité de 
notre protéine d’intérêt. Par la suite, l’immunoprécipitation dirigée contre ces marqueurs 
permet de récupérer les protéines qui ont interagit directement ou indirectement avec la 
protéine d’intérêt même si l’interaction a été de courte durée (Rhee, Zou, Udeshi, Martell, & 
Vamsi, 2014; Roux, Kim, Raida, & Burke, 2012). 
 
La signalisation NOTCH implique des acteurs localisés à la membrane cellulaire, 
dans le cytosol et dans le noyau. Afin de mieux comprendre dans quels compartiments PIN1 
peut interagir avec la signalisation NOTCH, nous nous sommes intéressés à la localisation 
subcellulaire de PIN1. Dans la lignée cellulaire HeLa, la localisation subcellulaire de PIN1 
est concentrée dans des granules nucléaires (Rippmann et al., 2000). Cependant, l’auteur de 
cet article a suggéré que la localisation subcellulaire de PIN1 pourrait être influencée par la 





a démontré une localisation à la fois cytosolique et nucléaire de PIN1 (figure 11), suggérant 
que la localisation subcellulaire n’est pas la même entre différents types de cellules. Il serait 
donc intéressant de procéder à une immunofluorescence suivie d’une analyse par 
microscopie confocale pour déterminer si PIN1 et NIC1 co-localisent dans les cellules 
pancréatiques tumorales humaines.   
 
Après avoir démontré un impact des niveaux d’expression de PIN1 sur les niveaux 
d’expression de NIC1, l’expression protéique de gènes cibles de la voie NOTCH a été 
évaluée. L’utilisation des populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 a permis 
de démontrer qu’une inhibition de l’expression de PIN1 mène à une diminution de 
l’expression protéique de c-MYC et cycline D1, deux gènes cibles de la voie NOTCH (figure 
18). Ces résultats concordent avec des études démontrant une régulation directe de ces 
protéines par PIN1 (Farrell et al., 2013; Y.-C. Liou et al., 2002). Cependant, la possibilité 
d’un impact NOTCH-dépendant de PIN1 sur les niveaux d’expression de c-MYC et cycline 
D1 ne peut être exclue. À cet effet, une analyse par immunobuvardage de l’expression 
protéique des gènes cibles de la voie NOTCH en réponse à son activation par traitement à 
l’EGTA a révélé une augmentation moins prononcée de l’expression de c-MYC et cycline 
D1 en absence de PIN1 (figure 18). Afin de confirmer ces résultats, il sera utile d’évaluer 
l’impact de l’inhibition de la voie NOTCH sur l’expression de ses gènes cibles dans le modèle 
MIAPaCa2 shPIN1. De plus, il sera important d’évaluer l’expression de l’ARNm des gènes 
cibles de la voie NOTCH en réponse à l’EGTA afin de s’assurer que PIN1 a un effet sur la 
transcription des gènes cibles et pas seulement sur leur stabilité protéique.  
 
Dans une étude précédente, nous avons démontré que la voie RAS/RAF/MEK/ERK 
promeut l’expression des gènes cibles de la voie NOTCH (Tremblay et al., 2013). Puisqu’il 
a été observé que la voie KRASG12V et PIN1 semblaient coopérer dans la promotion des 
niveaux d’expression de NIC1, on pourrait s’attendre à observer cette même coopération 
dans la promotion de l’expression des gènes cibles de la voie NOTCH. Les populations 
MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 seraient donc utiles pour tester l’impact sur 
l’expression de l’ARNm et des protéines des gènes cibles de la voie NOTCH en réponse à 





voie MEK/ERK. Une abolition de la promotion de l’expression des gènes cibles de la voie 
NOTCH suivant l’activation de la voie MEK/ERK dans la population MIAPaCa2 shPIN1 
suggèrerait un rôle de PIN1 dans l’augmentation d’expression des gènes cibles de NOTCH 
induite par la voie MEK/ERK.  
 
Dans le même contexte d’étude, l’analyse par immunobuvardage a démontré que 
l’inhibition de l’expression de PIN1 menait à une augmentation des niveaux d’expression 
d’HES1, un autre gène cible de la voie NOTCH (figure 18). Cependant, l’activation de la 
voie NOTCH par traitement à l’EGTA n’a révélé aucune différence dans l’augmentation de 
l’expression d’HES1 en absence de PIN1 comparativement aux cellules contrôles (figure 18). 
L’inhibition de la voie NOTCH par traitement au DAPT menait à une réduction des niveaux 
d’expression d’HES1 dans les populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 
(figure 19), suggérant ainsi que les niveaux d’expression d’HES1 sont quand même 
partiellement NOTCH-dépendants dans ces populations. De plus, dans l’optique de 
déterminer si PIN1 pouvait réguler HES1 directement, la co-immunoprécipitation d’HES1 et 
de PIN1 n’a pas permis de détecter d’interaction entre ces deux protéines dans les lignées 
cellulaires HEK293T (résultats non-présentés). Concordant avec ces résultats, une étude a 
démontré que PIN1 ne pouvait s’associer directement avec HES1 (Ciarapica et al., 2014). 
Cependant, la même étude a démontré que PIN1 pouvait former un complexe avec la kinase 
HIPK2, et que ce complexe pouvait se lier au complexe Gro/TLE:HES1 et ainsi empêcher 
l’inhibition de la différentiation neuronale induite par ce complexe. Il serait donc intéressant 
de vérifier plus en détails si PIN1 peut réguler HES1 via des mécanismes NOTCH-
indépendants dans notre modèle d’étude.   
 
Puisqu’aucune observation n’a été décrite dans la littérature concernant l’impact de 
PIN1 sur les niveaux d’expression d’HES1, il sera intéressant de déterminer si PIN1 peut 
affecter la stabilité d’HES1. Jusqu’à présent, peu de choses sont connues sur la régulation de 
la dégradation d’HES1. Concordant avec ce qui a été décrit dans la littérature (Kobayashi et 
al., 2015), nous avons démontré qu’HES1 avait une très courte demi-vie et qu’il est dégradé 
par le protéasome dans les cellules pancréatiques tumorales humaines (figure 12). 





Ces résultats nous indiquent donc que l'étude de la stabilité d’HES1 en inhibant le protéasome 
n’affectera pas les niveaux d’expression de PIN1 dans les cellules pancréatiques tumorales 
humaines, réduisant ainsi le risque de biais pour cette étude.  
 
Étant donné la complexité de l’impact des niveaux d’expression de PIN1 sur 
l’expression des gènes cibles de la voie NOTCH, nous avons voulu élargir notre étude à 
d’autres éléments de la voie NOTCH. Basé sur le matériel disponible dans le laboratoire, les 
niveaux d’expression des récepteurs NOTCH1 et NOTCH3, ainsi que des ligands DLL3, 
JAGGED 1 et JAGGED 2 ont été comparés dans les populations MIAPaCa2 shContrôle et 
MIAPaCa2 shPIN1 (figure 16). Les niveaux d’expression du récepteur NOTCH1 et du ligand 
DLL3 étaient plus faibles dans la lignée MIAPaCa2 shPIN1 mais aucune différence n’a été 
mesurée dans les niveaux d’expression du récepteur NOTCH3 et du ligand JAGGED2. Quant 
aux niveaux d’expression du récepteur JAGGED1, une tendance à la hausse a été observée 
de manière non-significative mais répétée. Une fois de plus, ces résultats mettent en lumière 
une régulation complexe de la signalisation NOTCH par PIN1. Dans la littérature, une 
relation positive entre les niveaux d’expression de PIN1 et les niveaux d’expression de 
NOTCH1 et NOTCH4 a été décrite (Rustighi et al., 2013). Considérant l’étendue des 
protéines impliquées dans la voie NOTCH dont l’expression est modulée par les niveaux 
d’expression de PIN1, il sera essentiel d’élargir l’étude à tous les récepteurs et ligands de la 
voie NOTCH. De plus, l’impact de PIN1 sur l’E3 ubiquitine ligase FBW7, responsable de la 
dégradation de NIC1, devra être mesuré dans un contexte de cancer pancréatique. En effet, 
une étude a démontré que FBW7 est un substrat de PIN1, et que PIN1 réduit ses niveaux 
d’expression (Min et al., 2012). Ainsi, il serait intéressant de tester si la diminution 
d’expression de PIN1, en favorisant l’expression de FBW7, mène à une diminution de la  
stabilité de NIC1. Suite à l’étude complète de l’impact de PIN1 sur les niveaux d’expression 
des principaux acteurs de la voie NOTCH, il sera important d’aller valider si PIN1 peut 
s’associer directement aux protéines dont l’expression est modulée afin de déterminer si 
PIN1 a un effet direct sur ces cibles. Des tests d’association par co-immunoprécipitation 
pourraient être réalisés et ensuite la spectrométrie de masse pourrait être utilisée pour 
identifier les protéines avec lesquelles PIN1 peut s’associer dans les cellules pancréatiques 





pourraient être employées pour marquer les protéines qui peuvent s’associer directement 
avec PIN1 ainsi que les protéines à proximité de PIN1 dans la lignée cellulaire MIAPaCa2, 
que les interactions soient stables ou transitoires. Les protéines marquées peuvent ensuite 
être immunoprécipitées et analysées par spectrométrie de masse (Rhee et al., 2014; Roux et 
al., 2012).  
 
La prolyl-isomérase PIN1 est connue pour jouer un rôle sur la transcription, autant en 
agissant sur des facteurs de transcription spécifiques qu’en agissant sur la machinerie 
transcriptionnelle directement (Steven D Hanes, 2014). Puisque nous avons précédemment 
démontré que les niveaux d’expression de PIN1 modulent les niveaux d’expression protéique 
des gènes cibles de la voie NOTCH, nous nous sommes intéressés à l’impact de la modulation 
des niveaux d’expression de PIN1 sur l’activité transcriptionnelle de la voie NOTCH. Des 
essais luciférase mesurant l’activité transcriptionnelle NOTCH-dépendante globale (CSL-
luciférase) ou spécifique au promoteur d’HES1 (HES1-luciférase) n’ont pas permis de 
détecter de variation de l’activité transcriptionnelle apportée par la modulation des niveaux 
d’expression de PIN1 dans la lignée cellulaire MIAPaCa2 (figure 20). Ces résultats sont 
possiblement en contradiction avec les résultats obtenus au niveau protéique et indiquent la 
possibilité que le modèle d’étude employé ne reflète pas la réalité. En effet, bien qu’il soit 
tout de même possible que les variations d’expression d’HES1, cycline D1 et c-MYC soient 
le résultat d’un impact direct de PIN1 sur la stabilité de ces protéines, l’activation de la voie 
NOTCH par traitement à l’EGTA a mené à une augmentation des niveaux d’expression de 
la cycline D1 et c-MYC qui était moins prononcée dans la population MIAPaCa2 shPIN1 en 
comparaison avec la population MIAPaCa2 shContrôle (figure 18). À noter que nous avions 
précédemment démontré que l’expression des gènes cibles de la voie NOTCH induite par 
traitement à l’EGTA nécessitait une activation transcriptionnelle (Tremblay et al., 2013). Le 
modèle employé pour évaluer l’activité transcriptionnelle de la voie NOTCH par essais 
luciférase repose sur des transfections transitoires sans activation de la voie NOTCH. Il est 
donc tout-à-fait possible qu’un mécanisme d’adaptation puisse dissimuler des variations dans 
l’activité transcriptionnelle NOTCH-dépendante. À l’opposé, les études des niveaux 
d’expression protéique des gènes cibles de la voie NOTCH ont été réalisées dans un contexte 





reproduire ces conditions dans un essai luciférase puisque la courte durée des traitements 
aurait un trop faible impact sur l’expression des luciférases en comparaison avec les niveaux 
de luciférases déjà exprimés au moment de faire les traitements. Puisque nous avons 
démontré que PIN1 était très stable, l’emploi d’un shARN inductible ou d’un siARN pour 
inhiber l’expression de PIN1 risque fortement de mener au même genre de résultats. Donc, 
pour mesurer l’impact des niveaux d’expression de PIN1 sur l’activité transcriptionnelle de 
la voie NOTCH, il sera essentiel d’évaluer l’expression de l’ARNm des gènes cibles de la 
voie NOTCH par RT-qPCR suivant l’activation de la voie NOTCH ou dans un contexte de 
surexpression de NIC1 et de PIN1. De plus, il serait intéressant d’analyser l’impact d’une 
surexpression de PIN1 sur l’expression de l’ARNm des gènes cibles de la voie NOTCH dans 
un modèle cellulaire exprimant de faibles niveaux de PIN1 tel que les cellules pancréatiques 
tumorales humaines BxPC3. Au moment de réaliser ces expériences, il sera intéressant de 
mesurer l’expression en ARNm d’autres gènes cibles de la voie NOTCH, dont HES5, HEY1 
et HEY2, ainsi que des récepteurs et ligands de la voie NOTCH dont l’expression protéique 
est modulée par les niveaux d’expression de PIN1.  
 
4.2. Impact de la perte de PIN1 sur le phénotype des cellules 
pancréatiques tumorales humaines 
 
 Le premier volet de ce projet de recherche a permis de mettre en lumière une relation 
entre les niveaux d’expression de PIN1 et la régulation de la signalisation NOTCH. Nous 
nous sommes ensuite interrogés sur l’impact des niveaux d’expression de PIN1 sur le 
phénotype des cellules pancréatiques tumorales humaines. La réalisation de courbes de 
croissance cellulaire à l’aide des populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 a 
permis de démontrer que l’inhibition de l’expression de PIN1 mène à un retard de croissance 
par rapport à la population contrôle (figure 23). Bien que cette différence soit statistiquement 
significative, la population MIAPaCa2 shPIN1 ne comptait que 12 % moins de cellules que 
la population MIAPaCa2 shContrôle à 5 jours post-ensemencement. Il aurait donc été 
intéressant d’évaluer cette différence sur une plus longue période de temps afin d’évaluer s’il 





MIAPaCa2 shPIN1. Cependant, le taux de croissance des cellules limite la possibilité 
d’étendre la période d’étude car à partir d’un certain point de confluence les cellules 
atteignent un plateau et ne sont plus en phase exponentielle de croissance. Afin de confirmer 
les résultats obtenus, il serait possible de substituer le comptage manuel des cellules par des 
tests MTT, un test colorimétrique qui détermine la quantité de cellules vivantes en mesurant 
leur activité métabolique mitochondriale. Ce test permettrait d’éviter le facteur humain dans 
les causes d’erreurs reliées à cette expérience. 
 
  Les résultats obtenus avec les courbes de croissance ne permettent pas de déterminer 
si le retard de croissance des cellules observé en absence de PIN1 est dû à un ralentissement 
de la prolifération ou à une augmentation de la mort cellulaire. PIN1 a premièrement été 
caractérisé pour sa capacité à coordonner des événements mitotiques (Yaffe et al., 1997). De 
plus, plusieurs études soulignent l’importance de PIN1 dans la transition G0/G1-S du cycle 
cellulaire  (Fujimori et al., 1999; A. Ryo et al., 2002). C’est pourquoi les populations 
MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 ont été synchronisées en phase G0/G1 du cycle 
cellulaire avant d’être traitées avec du sérum. Dans la figure 24, on peut observer que les 
profils d’expression de certains acteurs du cycle cellulaire sont affectés par l’inhibition de 
l’expression de PIN1. Concordant avec des études réalisées dans d’autres systèmes, les 
niveaux d’expression de cycline D1 et les niveaux de phosphorylation de pRB sont plus 
faibles lorsque l’expression de PIN1 est réduite (Farra et al., 2015; F Rizzolio et al., 2012; 
Flavio Rizzolio et al., 2013). Il a également été observé que l’inhibition de l’expression de 
PIN1 affectait les niveaux d’expression de la cycline A en réponse au sérum, suggérant ainsi 
que l’impact de PIN1 sur le cycle cellulaire va au-delà de la transition G0/G1-S dans les 
cellules pancréatiques tumorales humaines. Ces résultats viennent supporter une étude 
décrivant l’importance de PIN1 dans la régulation des centrosomes au cours du processus 
mitotique (Suizu, Ryo, Wulf, Lim, & Lu, 2006). Une des caractéristiques principales des 
cellules cancéreuses est leur capacité à échapper à certains mécanismes de régulation du cycle 
cellulaire (Hanahan & Weinberg, 2011). Bien que les résultats précédents mettent en valeur 
le rôle de PIN1 dans la régulation du cycle cellulaire, ceux-ci ne permettent pas de clairement 
identifier si PIN1 a un impact sur la progression des cellules dans le cycle cellulaire. Il serait 





déplétion de PIN1 mène à une réduction du nombre de cellules qui font la transition G0/G1-
S ou bien si cette déplétion mène à un blocage aux points de restriction G1/S ou G2/M du 
cycle cellulaire. Alternativement, il serait possible d’utiliser un outil tel que les vecteurs 
FUCCI, qui permettent de suivre par fluorescence les stades dans le cycle cellulaire où se 
retrouve chaque cellule exprimant le vecteur (Sakaue-Sawano et al., 2008). Éventuellement, 
la capacité de progression en phase G1/S des populations MIAPaCa2 shContrôle et 
MIAPaCa2 shPIN1 devra être étudiée avec, entre autres, des tests d’incorporation de 
thymidine tritiée.  
 
 Puisqu’un retard de croissance a été observé chez les cellules MIAPaCa2 shPIN1, 
nous avons voulu déterminer si les niveaux d’expression de PIN1 influençaient la capacité 
de formation de clones des cellules MIAPaCa2, c’est-à-dire la capacité d’une seule cellule à 
proliférer jusqu’à la formation d’une colonie. Des tests de clonogénicité n’ont pas révélé de 
différences dans le nombre de colonies formées entre les populations MIAPaCa2 shContrôle 
et MIAPaCa2 shPIN1 (figure 25). Cependant, les colonies formées à trois semaines étaient 
significativement plus petites lorsque l’expression de PIN1 était réduite, soit 45 % plus 
petites dans la population MIAPaCa2 shPIN1 que dans la population MIAPaCa2 shContrôle 
(figure 25c). Ces résultats suggèrent que l’inhibition de l’expression de PIN1 affecte la 
croissance des cellules MIAPaCa2 et sont en accord avec une étude soulignant l’importance 
de PIN1 dans la prolifération des cellules cancéreuses (Saegusa, Hashimura, & Kuwata, 
2010).  
 
Dans les cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1, l’inhibition de la 
signalisation NOTCH par traitement au DAPT n’a pas influencé la croissance clonale. 
Concordant avec des observations faites précédemment dans le laboratoire, ces résultats 
démontrent que la signalisation NOTCH n’affecte pas la capacité de formation de clones 
dans la lignée cellulaire MIAPaCa2. Ceci peut en partie s’expliquer par le fait que les cellules 
MIAPaCa2 expriment de faibles niveaux de NIC1 en comparaison avec d’autres lignées 
cellulaires pancréatiques tumorales humaines telles que la lignée BxPC3 qui démontre, quant 
à elle, une dépendance face à la signalisation NOTCH dans ses capacités prolifératives 






L’inhibition de la voie MEK/ERK par traitement à l’U0126 a mené à une diminution 
moyenne de 68 % de la taille des colonies formées sans affecter le nombre de colonies 
formées. Cette observation est soutenue par le fait que des études ont démontré que 
l’inhibition de la voie MEK/ERK pouvait mener à une inhibition de la prolifération allant 
jusqu’à 65 % dans la lignée cellulaire MIAPaCa2 (Boucher et al., 2000; Papademetrio et al., 
2015). Lors de l’inhibition de la voie MEK/ERK, l’inhibition de l’expression de PIN1 n’a 
pas eu d’impact supplémentaire sur la taille des colonies formées. Ces résultats suggèrent 
que la diminution de la taille des colonies induite par la perte d’expression de PIN1 pourrait 
passer par un mécanisme MEK/ERK-dépendant.   
 
 Les résultats présentés jusqu’à présent ne permettent pas de déterminer si les niveaux 
d’expression de PIN1 peuvent influencer la croissance des cellules MIAPaCa2 en régulant la 
mort cellulaire. La lignée cellulaire MIAPaCa2 est connue pour exprimer un p53 possédant 
une mutation inactivatrice. Malgré la présence de cette mutation, il a été démontré que le 
traitement à l’U0126, lorsque couplé ou non à une inhibition de l’autophagie, pouvait induire 
la mort cellulaire par un mécanisme caspase-dépendant dans la lignée cellulaire MIAPaCa2 
(Boucher et al., 2000; Papademetrio et al., 2015). De plus, plusieurs études révèlent que PIN1 
peut réguler plusieurs protéines impliquées dans l’apoptose telles que BAX, BIMEL, BCL-2 
et DAXX. Le facteur MCL1, une protéine anti-apoptotique, est impliqué dans la 
chimiorésistance de plusieurs cancers. Il a été démontré que la phosphorylation de MCL1 par 
les ERK1/2 permettait son association avec PIN1, résultant en une stabilisation de MCL1. 
De plus, l’inhibition des ERK1/2 ou la déplétion de PIN1 sont deux événements qui 
sensibilisent les cellules de cancer du sein à la chimiothérapie (Ding et al., 2008). 
Parallèlement, une étude a démontré que l’inhibition de l’expression de MCL1 sensibilisait 
les cellules MIAPaCa2 à la radiothérapie (Wei et al., 2015). Pris ensemble, ces éléments de 
la littérature et les résultats obtenus précédemment suggèrent que les niveaux d’expression 
de PIN1 jouent un rôle sur la croissance des cellules MIAPaCa2 en affectant à la fois la 
prolifération et la mort cellulaire. Des analyses par immunobuvardage et par essais TUNEL 
devront impérativement être effectuées afin de rapidement caractériser l’impact des niveaux 






  Après avoir caractérisé la capacité de croissance et de formation de clones des 
populations MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1, nous avons voulu déterminer 
l’impact de l’inhibition de l’expression de PIN1 sur la capacité de croissance en 
indépendance d’ancrage de ces cellules. Des tests de croissance en indépendance d’ancrage 
ont révélé que la population MIAPaCa2 shPIN1 formait en moyenne deux fois plus de 
colonies que la population MIAPaCa2 shContrôle. Les colonies formées avaient toutefois la 
même taille entre les deux populations (figure 26). Les résultats obtenus au cours de cette 
expérience sont en contradiction avec les résultats obtenus précédemment en culture 2D et 
en culture à faible densité, en plus d’aller à l’encontre de résultats obtenus dans des modèles 
de cancer du sein et de cancer du poumon (Girardini et al., 2011; Tan et al., 2010). Cependant, 
il faut considérer que dans la population MIAPaCa2 shPIN1, beaucoup de cellules arrivaient 
à pousser au fond des pétris, et ce malgré le fait que les plaques ne sont pas traitées pour les 
rendre adhérentes. Une fois rendues dans le fond des Pétris, les cellules poussaient en 
monocouche de manière similaire à celle observée lors des tests de clonogénicité. Il se 
pourrait donc que les cellules présentes au fond du Pétri aient mené à une surestimation des 
colonies détectées pour cette population. Ces observations suggèrent également que les 
cellules MIAPaCa2 shPIN1 pourraient avoir une capacité de migration et d’invasion accrue. 
Afin de confirmer les résultats obtenus en agar mou, il serait important de refaire le même 
genre de tests de croissance mais avec des matrices qui sont plus représentatives d’un milieu 
biologique, tels que des matrices de matrigel et de collagène/protéoglycanes. Bien que les 
résultats précédents soient quelque peu surprenants, il existe des exemples similaires dans la 
littérature. En effet, une étude sur le mélanome a démontré que des cellules exprimant de 
faibles niveaux de MITF avaient une prolifération réduite, mais leur motilité et leurs 
propriétés métastasiques étaient augmentées. L’auteur de cette étude soulignait la possibilité 
que la signalisation du TGF-β soit impliquée dans ce phénomène (Strub et al., 2011). De 
plus, l’expression d’un TGF-β exogène inhibe la prolifération des cellules de gliomes mais 
favorise leur migration (Nickl-Jockschat et al., 2007). Étant donné que PIN1 est connu pour 
affecter négativement les niveaux d’expression des effecteurs de la signalisation du TGF-β, 
les SMAD2 et SMAD3 (Nakano et al., 2009), on peut se demander si cette voie de 





niveaux d’expression de PIN1 sur les capacités de migration et d’invasion des cellules 
MIAPaCa2, des essais de culture en chambre de Boyden ainsi que des tests de blessures 
devront être réalisés. Dans l’éventualité où l’inhibition de l’expression de PIN1 mènerait à 
une augmentation des capacités de migration et d’invasion des cellules MIAPaCa2, une 
approche par micro-puces devrait être envisagée pour vérifier l’implication de la voie de 
signalisation du TGF- β dans ce phénomène. Afin de déterminer si les effets observés sur la 
croissance in vitro se traduisent par des impacts concrets in vivo, il serait intéressant 
d’inoculer des cellules MIAPaCa2 shContrôle et MIAPaCa2 shPIN1 dans des souris nues et 
d’évaluer leur capacité à former des tumeurs. Des souris nues pourraient également être 
utilisées pour évaluer le potentiel métastasique des cellules MIAPaCa2 shContrôle et 






V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
 La prolyl-isomérase PIN1 affecte plusieurs voies de signalisation impliquant des 
kinases dirigées par les prolines, c’est-à-dire des kinases reconnaissant des motifs 
sérine/thréonine suivis d’une proline. De ce qui est connu jusqu’à présent, il semble que le 
rôle de PIN1 puisse varier d’un type de cancer à l’autre, probablement dû au contexte de 
signalisation propre à chaque cancer. Par exemple, certaines études rapportent qu’une 
coopération entre PIN1 et p53 peut favoriser la mort cellulaire (Sorrentino et al., 2013) alors 
que d’autres études proposent qu’une coopération entre PIN1 et certains mutants de p53 
exprimés dans le cancer du sein favorisent l’agressivité de ce type de cancer (Girardini et al., 
2011).  
 
Ce projet de recherche a permis d’avancer nos connaissances sur la régulation de la 
signalisation NOTCH par PIN1. De plus, l’impact de PIN1 a été étudié pour la première fois 
dans le contexte du cancer pancréatique humain. Les résultats de cette étude ont mis en 
lumière une régulation complexe de la signalisation NOTCH par PIN1 et ont démontré que 
PIN1 peut affecter la croissance des cellules pancréatiques tumorales humaines. Au niveau 
intracellulaire, PIN1 et la voie RAS/RAF/MEK/ERK régulent positivement les niveaux 
d’expression de NIC1. De plus, les niveaux d’expression de PIN1 régulent positivement les 
niveaux d’expression du récepteur NOTCH1 et du ligand DLL3 sans influencer les niveaux 
d’expression du récepteur NOTCH3 et du ligand JAGGED 2. Il en résulte que, probablement 
de façon à la fois directe et indirecte, PIN1 a une influence positive sur les niveaux 
d’expression protéique des gènes cibles de la voie NOTCH c-MYC et cycline D1 et une 
influence négative sur les niveaux d’expression d’HES1. Au niveau de la lignée cellulaire 
pancréatique tumorale humaine MIAPaCa2, les niveaux d’expression de PIN1 influencent 
positivement la croissance en 2D, certains régulateurs du cycle cellulaire ainsi que la taille 
des clones lorsque les cellules sont ensemencées à faible densité. Cependant, dans un 
contexte de croissance en indépendance d’ancrage, PIN1 semble influencer négativement la 






La contradiction entre les résultats obtenus dans les tests de formation de clones et les 
tests de croissance en indépendance d’ancrage dans les cellules pancréatiques tumorales 
humaines met en valeur la nécessité de bien choisir ses modèles pour l’étude de PIN1. Il a 
été intéressant de remarquer que les lignées cancéreuses pancréatiques n’exprimaient pas 
toutes des niveaux équivalents de PIN1. En effet, la lignée cellulaire MIAPaCa2 exprimait 
beaucoup plus de PIN1 que les lignées cellulaires PANC1 et BxPC3. L’utilisation de la lignée 
BxPC3 a été suggéré afin d’évaluer l’impact d’une surexpression de PIN1 sur le phénotype 
des cellules. Cependant, il sera éventuellement essentiel de faire une transition vers les 
modèles murins. 
 
L’inhibition de l’expression de PIN1 prévient le développement de tumeurs de 
glandes mammaires induites par un RAS oncogénique in vitro et in vivo (A. Ryo et al., 2002; 
Wulf, Garg, Liou, Iglehart, & Lu, 2004). Puisque le cancer pancréatique démontre un taux 
de mutation de KRAS avoisinant les 90 %, on peut se demander quel serait l’impact de 
l’inhibition de PIN1 sur l’initiation, la progression et le maintien de la carcinogenèse 
pancréatique. Il sera aussi très important d’évaluer si PIN1 affecte la coopération entre la 
signalisation NOTCH et la voie RAS/RAF/MEK/ERK dans ce type de modèle (Tremblay et 
al., 2013). 
 
L’atlas des protéines humaines (Uhlén et al., 2015) a démontré, à l’aide de petits 
échantillons de patients, que PIN1 n’était pas exprimé dans les tissus exocrines pancréatiques 
sains mais que des niveaux détectables étaient présents dans les tissus cancéreux 
pancréatiques. Il sera donc intéressant de considérer PIN1 comme un marqueur diagnostique 
et pronostique potentiel pour l’adénocarcinome pancréatique humain. De plus, l’étude des 
niveaux d’expression de PIN1 dans quelques lignées cellulaires pancréatiques tumorales 
humaines a démontré le besoin de réaliser une étude plus approfondie des niveaux 
d’expression de PIN1 à l’aide de biobanques de tissus cancéreux pancréatiques humains. 
Dans une optique diagnostique et thérapeutique, il sera utile d’évaluer les niveaux 
d’expression de PIN1 en fonction du stade d’avancement du cancer pancréatique et d’évaluer 
si une corrélation existe entre les niveaux d’expression de PIN1 et la sévérité de la maladie 





personnalisée, il est possible que les niveaux d’expression de PIN1 puissent servir 
d’indicateur permettant de mieux identifier les voies de signalisation qui seront les plus 
importantes dans la tumeur du patient et ainsi de choisir des traitements qui seront plus 
efficaces. Les résultats de cette étude ne démontrent pas que PIN1 puisse à lui seul être une 
cible directe intéressante pour une thérapie anti-cancéreuse. Cependant, l’inhibition de PIN1 
dans le contexte de thérapies combinatoires reste une possibilité qui ne peut être exclue. En 
effet, plusieurs études ont démontré une coopération de la signalisation NOTCH et RAS dans 
la carcinogenèse pancréatique (De La O et al., 2008; Plentz et al., 2009b; Thomas et al., 
2014). La signalisation NOTCH est une cible diagnostique et thérapeutique intéressante pour 
le cancer pancréatique puisqu’elle est inactive dans les tissus pancréatiques sains (D. Kopinke 
et al., 2011), éliminant certains obstacles dus à la non-spécificité. Cette étude établie la 
possibilité que PIN1 puisse jouer un rôle d’intermédiaire entre la signalisation 
RAS/RAF/MEK/ERK et la signalisation NOTCH. Dans un tel cas, cibler PIN1 pourrait 
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